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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer, una afeccién neurodegenerativa caracterizada por la
pérdida de capacidades mentales, afecta significativamente la calidad de vida tanto de los
pacientes como de los cuidadores. A pesar de su alta incidencia, no existe actualmente un
medicamento que no solo mejore los sintomas, sino que también retrase su progresion.
Por lo tanto, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas que favorezcan el pronéstico
de los pacientes es de vital importancia. Por ello, el presente trabajo propone una
alternativa terapéutica derivada de Malva parviflora, que exhibe propiedades anti-
inflamatorias y un efecto neuroprotector en un modelo murino de la enfermedad de

Alzheimer.

En este estudio se evalud el efecto neuroprotector de una fraccién de Malva parviflora
en un modelo murino de EA. Posteriormente, se seleccionaron cinco compuestos, incluido
uno de la fraccion 10 y cuatro de un extracto hidroalcohélico, para evaluar sus interacciones
farmacoldgicas en un modelo de inflamacién con macréfagos en cultivo. Se observé que la
Combinacion 1, compuesta por escopoletina y daucosterol, presenta una interaccion
sinérgica. Ademas, se determin6é que la C1l ejerce un efecto inmunomodulador y
neuroprotector en un modelo murino de EA. Esta combinacion mejora el rendimiento
cognitivo, regulando el estado inflamatorio cerebral y promoviendo el fenotipo de la
microglia asociado a enfermedad tipo 2, aumentando su capacidad fagocitica y reduciendo

la deposicion del péptido beta amiloide en animales 5XFAD tratados.

Finalmente, en este proyecto se sugiere que los receptores B de la hormona tiroidea
y los receptores nicotinicos de la acetilcolina podrian ser blancos moleculares de la C1,
basandose en la literatura y experimentos de modelado por acoplamiento molecular.
Aungue la C1 se presenta como una posible aproximacién terapéutica para tratar la EA, es

crucial continuar con su estudio para confirmar su eficacia y seguridad en humanos.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is a neurodegenerative condition characterized by the loss of
mental abilities, significantly impacting the quality of life for both patients and caregivers.
Despite its global prevalence and substantial impact, there is currently no effective
treatment available to halt or delay its progression; existing interventions merely address
certain symptoms. Consequently, there is a critical need for the exploration of novel
therapeutic strategies aimed at enhancing patient prognosis.

In this context, recognizing the pivotal role of inflammation in the progression of AD,
this study proposes a therapeutic alternative derived from Malva parviflora. This botanical
derivative exhibits anti-inflammatory properties and a neuroprotective effect in a mouse
model of AD. To investigate this therapeutic potential, the neuroprotective effect of a Malva
parviflora-derived fraction was assessed within the context of AD. Subsequently, one
compound from this fraction and four additional compounds from the hydroalcoholic extract
of Malva parviflora were selected to evaluate their interactions in an inflammation model
using a macrophage cell line. The results revealed that Combination 1, composed of
scopoletin and daucosterol, exhibited a synergistic interaction. Moreover, it was determined
that C1 exerts both immunomodulatory and neuroprotective effects in a mouse model of
AD. This compound combination improved cognitive performance in 5XFAD animals,
potentially through the regulation of the inflammatory state in the brain and by promoting
the stage 2 Disease Associated Microglia phenotype. This led to an augmentation of their
phagocytic capacity, subsequently reducing the deposition of amyloid beta peptide in

treated animals.

Finally, hormone thyroid receptor B and acetylcholine nicotinic receptors are proposed
as potential molecular targets of C1, based on a comprehensive review of the literature and
molecular docking modeling experiments. In conclusion, C1 emerges as a promising
therapeutic approach for the treatment of AD. However, further studies are needed to

confirm its efficacy and safety in human subjects.
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1.- INTRODUCCION
1.1.- Epidemiologia de la enfermedad de Alzheimer

La demencia es un trastorno neurodegenerativo con una muy alta prevalencia e
incidencia; actualmente alrededor de 55 millones de personas en el mundo la padecen y
cada afio surgen cerca de 10 millones de casos nuevos, por lo que se cree que para 2050
existiran alrededor de 131.5 millones de personas con este padecimiento a nivel global*2.
Este aumento exponencial de casos se debe en gran parte a que varios tipos de demencia
tienen como principal factor de riesgo el envejecimiento, y es bien conocido que
actualmente se esta llevando a cabo una inversion en la piramide poblacional, que conlleva
un aumento en la poblacién de mayor edad, debido a los avances tecnoldgicos en el campo
de la medicina, lo cual permite una mayor esperanza de vida. La alta prevalencia de la
demencia resulta de especial importancia, ya que es una de las principales causas de
incapacidad y dependencia?, afectando la calidad de vida tanto de los pacientes como de
sus cuidadores. Sumado a lo anterior, la demencia genera altos costos, estimandose que
a nivel global en 2015, fue de $818 billones de doélares®. Existen diferentes tipos de
demencia, siendo la enfermedad de Alzheimer (EA) el mas comdn, con una proporcion

mundial de alrededor del 60% al 70%?2.

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

factores de riesgo y tratamientos.
1.2.- Caracteristicas clinicas de la EA

Ademas del declive cognitivo caracteristico del padecimiento que incluye pérdida
en la capacidad de aprendizaje y memoria, en la EA se observa un cuadro clinico que varia
entre pacientes, pero puede incluir afasia, problemas visuales, simultanagnosia, ataxia
ocular, alteraciones en el comportamiento y algunos sintomas neuropsiquiatricos, como

ansiedad y depresién®.

1.3.- Hipotesis amiloidea de la EA

Si bien es cierto que no hay una clara linea sobre la etiologia de esta enfermedad, si

se han identificado elementos determinantes para el desarrollo de ésta, como la muerte
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neuronal. Ademas, ocurren dos alteraciones histopatoldgicas que sobresalen: los ovillos

neurofibrilares (ONFs) y las placas seniles (PS).

Los ONFs, son lesiones intracelulares que se desarrollan en las neuronas piramidales
de la corteza entorrinal y progresan al subiculo, al hipocampo y al resto de las neuronas
hipocampales de la corteza cerebral (estadios de Braak); asi como en neuronas con axones
muy largos de los nucleos sub-corticales. Estas consisten principalmente de filamentos
aberrantes de la proteina tau hiperfosforilada®, la cual en condiciones fisiolégicas normales

tiene un papel como estabilizador de los microttibulos en las neuronas.

Por otro lado, las PS son agregados extracelulares compuestos principalmente del
péptido B amiloide (BA), el cual se produce a partir del procesamiento de la proteina
precursora amiloide (APP por sus siglas en inglés) por la B- y la y- secretasa. Bajo
condiciones fisiologicas, la APP es cortada principalmente por la a secretasa, dando lugar
al fragmento C83 y al sAPPaq, involucrados en funciones de regulacion neuronal,
excitabilidad, plasticidad sinaptica, aprendizaje y memoria. Sin embargo, en condiciones
patolégicas, se favorece su procesamiento por la B-secretasa; dando lugar a los fragmentos
SAPPR y C998. Posteriormente el fragmento C99 es cortado por la y-secretasa, resultando
en la liberacion de péptido BA, lo cual promueve la pérdida sinptica, disminucion en la
plasticidad sinaptica, disfuncién mitocondrial y muerte neuronal®’. En este contexto, la
“hipétesis amiloidea” de la EA, propone que gran parte de la fisiopatologia de esta
enfermedad se deriva de la disrupcion en la homeostasis que regula la escisién de la APP,
favoreciendo el procesamiento amiloidogénico®, lo cual podria resultar de factores

genéticos, ambientales o relacionados al envejecimiento.

1.4.- Hipo6tesis colinérgica de la EA

Aungue controversial en los uUltimos afios, otra hipotesis propuesta para explicar la
etiologia de los sintomas presentes en la EA es la “hipétesis colinérgica”, la cual sugiere
que una disfuncién en la via colinérgica dentro del Sistema Nervioso Central (SNC)
contribuye substancialmente al declive observado en los pacientes que la padecen®®. Esto
es la base de la mayoria de los tratamientos prescritos al momento, de los que se hablara
mas adelante. Por otro lado, existen algunas evidencias que desafian esta hipoétesis, por

ejemplo, DeKosky y colaboradores encontraron una reduccion en los niveles de la colina
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acetiltransferasa (ChAT), la enzima encargada de la formacién de acetilcolina, Unicamente
en la corteza de pacientes con EA en etapas terminales. Sin embargo, al inicio de la
enfermedad no se observo dicha disminucion, indicando que esta disfuncién no es una de

las causas principales para el desarrollo temprano de la enfermedad?.

1.5.- Factores asociados al desarrollo de la EA

Como ya se mencion6 de manera muy breve, existen diferentes factores que pueden
favorecer el procesamiento amiloidogénico de la PPA, éstos pueden ser genéticos,

ambientales o relacionados al envejecimiento.

Dentro de los factores genéticos se encuentran principalmente las mutaciones en los
genes APP, PSEN1 y PSEN2 (codificantes para APP, presenilina 1 y presenilina 2
respectivamente), las cuales conducen de manera inevitable al desarrollo de la EA
“familiar” (FAD, familiar Alzheimer disease, por sus siglas en inglés). Para el caso del gen
APP se han reportado alrededor de 30 mutaciones, varias de ellas, cerca del sitio de corte
de y-secretasa, y dos que promueven un incremento en los niveles de la proteina silvestre
(wild-type), por otro lado, para PSEN1 se han descrito alrededor de 180 mutaciones y para
PSEN2 cerca de 14112, La FAD es poco comUn, constituyendo solo un 5% o menos de los
casos totales, implicando que el otro 95% de los casos tienen una etiologia desconocida y
multifactorial. En este sentido, se han identificado ya ciertos factores de riesgo que
promueven el desarrollo de esta enfermedad. Algunos de estos factores son la edad
avanzada, traumatismos cerebrales, algunos factores sociales, infecciones sistémicas,
obesidad, actividad fisica reducida, y enfermedades cronicas como la diabetes y la
hipertension, donde la mayoria, o todos, involucran la activacion del sistema inmune innato,
propiciando un ambiente pro-inflamatorio y pro-oxidante, que se ha sugerido, ejercen

efectos dafinos en el SNC que perduran mucho mas tiempo que el estimulo original*3-16,

1.6.- Inmunidad innatay riesgo de padecer EA.

Historicamente, la neuroinflamacion se habia visto ligada a la EA como una respuesta
a las PS, sin embargo, recientemente se ha asociado desde una perspectiva diferente,
asignandole un papel muy importante en el proceso de iniciacion de la cascada

neurodegenerativa presente en dicha enfermedad. Al considerar entonces los factores de
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riesgo ya mencionados, se ha propuesto que el proceso inflamatorio podria originarse
inicialmente a nivel periférico y llegar posteriormente a SNC a través de un dafio en la

funcion de la barrera hematoencefalical’.

Existen evidencias experimentales en las que la inflamacion sistémica derivada de
diferentes estimulos como son infecciones de diversos tipos, administracion de
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas, una dieta alta en grasas o
padecimientos como diabetes e hipertension, inducen o exacerban el desarrollo de ciertas
caracteristicas de la enfermedad, como pérdida de proteinas sinapticas, deposicion de

agregados amiloides, mayor actividad de la B-secretasa y problemas cognitivos®-18-29,

En este contexto, moléculas pro-inflamatorias y/o pro-oxidantes como interferén
gamma (INF-y), Factor de Necrosis Tumoral (TNF), interleucina 1 beta (IL-1[B), interleucina
6 (IL-6), 6xido nitrico (ON) y oxigeno Oz, se encontrarian circulando en la periferia de forma
cronica; alcanzando al SNC después de atravesar la BHE, la cual en condiciones integras
regula el transporte de células y moléculas entre la sangre y el cerebro, pero cuya funcion
puede verse comprometida ante ciertas condiciones como son hipertension, tumores,

radiacion, infecciones, enfermedades metabdlicas y envejecimiento®21-23,

Una vez dentro del sistema nervioso (SN), el proceso inflamatorio continda,
orquestado por los dos principales componentes del sistema inmune innato dentro del
SNC, la microglia # y los astrocitos. La microglia son los macréfagos residentes del
cerebro, tienen un origen mieloide y en condiciones de salud tiene un rol principalmente
fagocitico, removiendo neuronas dafiadas y patdgenos; y al mismo tiempo promueven la
reparacion del tejido dafiado. Por otro lado, los astrocitos también constituyen células
gliales especializadas que remueven restos celulares y toxinas, a la vez que liberan
factores neuroprotectores. Durante la neuroinflamacion incluida la que ocurre en la en la
EA, la proliferacién de ambos tipos celulares aumenta y su morfologia se modifica en un
proceso denominado gliosis, en el cual son liberadas moléculas pro-inflamatorias,
amplificando el proceso inflamatorio y dafiando el tejido, si este estado se mantiene de

forma crénica?*2s.
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1.7.- Anti-inflamatorios no esteroideos y la EA.

La relacién entre la EA y los procesos inflamatorios es tan clara que incluso se ha
propuesto que la administracion de anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) durante
periodos prolongados (2-3 afios) en personas asintomaticas, reduce la incidencia de ésta
en pacientes asintomaticos?®?’. Sin embargo este tipo de medicamentos estan lejos de
representar al tratamiento Optimo, ya que no todos los reportes respaldan este efecto
protector, el cual parece depender de la duracion y momento de administracién, asi como
del tipo de AINE evaluado?”?. Sumado a esto, se sabe que su consumo croénico lleva a
efectos no deseados de importancia medica como son gastropatias® y eventos

vasculares®°.

1.8.- Modelos murinos utilizados para el estudio de la EA

Gracias al conocimiento que ya existe acerca de esta enfermedad y con el fin de
generar mayor comprension de la misma, existen diferentes modelos murinos de la EA,
entre los mas comunes se encuentran los que utilizan animales transgénicos, como los
Tg2576 (mutacién sueca en APP), 3xTg (mutacion sueca en APP, P30lL en tau y
PS1M146V knock-in) y PSAPP (PS1M146V + APP-Swedish), los cuales reproducen
algunas de las marcas caracteristicas de la enfermedad, que aparecen entre los 6 y 13

meses de edad del raton.

Otro modelo transgénico cada vez mas usado, son los ratones 5XFAD, los cuales
tienen 5 mutaciones, 3 que sobre expresan la APP y 2 en PSN1 (APP K670N/M671L
(Swedish), 1716V (Florida), V7171 (London) y PS1 M146L L286V), por lo que presentan
muchas de las caracteristicas de la EA. Algunas de éstas son: placas amiloides, gliosis,
marcadores sindpticos reducidos, pérdida neuronal y deterioro cognitivo, a edades
tempranas®!. Ademas de los modelos transgénicos, también existen algunos otros, como
es la inyeccién intracerebroventricular del péptido BA en ratones; lo cual genera
neurotoxicidad y el desarrollo de un fenotipo similar al de la EA, entre lo que se encuentra

el declive cognitivo de los animales®.
1.9.- Tratamientos disponibles para tratar la EA

Los medicamentos comunmente usados para el tratamiento de la EA se basan en la

hipétesis que sugiere que una disfuncién en la via colinérgica dentro de SNC posee un
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papel esencial en el declive observado en los pacientes que la padecen. Asi, la mayoria de
los farmacos usados para el tratamiento de esta enfermedad se enfocan en compensar
esta disfuncién colinérgica que se presenta en el padecimiento particularmente en el
hipocampo, utilizando inhibidores de la acetilcolinesterasa. Ejemplos de algunos son el
Donezepil, la rivastigmina y la Galantamina. De igual forma, otros medicamentos
comunmente administrados a los pacientes con EA incluyen los antagonistas de receptores
N-metil-D-aspartato  (NMDA; receptor ionotrépico de glutamato) y algunos anti-

psicoticos3334,

Es importante sefialar que durante este padecimiento es comun encontrar la
prescripcion de mdltiples farmacos para contrarrestar los diferentes sintomas presentes,
todos los cuales ayudan a mejorar la calidad de vida durante un tiempo limitado, pero no
logran evitar la progresion de la enfermedad.

1.10.- Derivados de plantas con actividad farmacoldgica

Debido a la escasez de farmacos para tratar la EA, y siendo esta comunmente una
enfermedad multifactorial sin una etiologia bien definida; resulta necesaria la busqueda de
nuevas alternativas que aborden esta enfermedad desde su complejidad e involucren
diferentes mecanismos de accion en vias que intervienen en su desarrollo. Tal es el caso
de la modificacion molecular para la obtencion de farmacos hibridos, y los tratamientos
combinados que involucran la administracion conjunta de diferentes moléculas activas. En
este sentido, una de las fuentes mas utilizadas para la obtencién de este tipo de
medicamentos, son los organismos vegetales, gracias a su riqueza y diversidad en
compuestos farmacoldgicamente activos. Ejemplo de esto es la planta china Tripterygium
wilfordii, la cual contiene Tripchlorolide (T4), la cual muestra un efecto neuroprotector en
ratones transgénicos 5XFAD, ya que mejora su aprendizaje espacial y memoria, disminuye
la pérdida sinaptica y promueve la activacion de la via fosfoinositil-3-cinasa-Akt, ademas
de reducir los niveles de BA y la expresidn de B-secretasa®. Otro ejemplo es Arctium lappa,
de la cual se deriva la Arctigenina, capaz de disminuir la traduccion de B-secretasa via
desfosforilacién de elF2a, inhibiendo asi la produccion de BA, ademas de promover su
eliminacion, al favorecer la autofagia a través de AMPK y mTOR, con lo que logra disminuir

el dafio en la memoria en un modelo murino transgénico®.
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2.- ANTECEDENTES

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

opciones con potencial en el tratamiento de la EA. Ejemplo de esto es Malva parviflora.

2.1.- Generalidades de Malva parviflora.

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

malva de castilla y malva de quesitos, entre otros®’.
Su clasificacién taxonémica es®:

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

Malva parviflora es originaria de Europa e introducida en América, actualmente con
una amplia distribucién en este territorio. Tiene una altura aproximada de 60 cm; con hojas
simples, reniformes, crenadas, onduladas, con peciolos largos y de hasta 4.5 cm de
longitud y 7 cm de ancho; con flores pequefias, de color lila 0 blanco, en inflorescencias de
1 a 4 flores; semillas reniformes; y fruto circular u ovado de 2 mm aproximadamente®. Esta
especie crece principalmente en bosque tropical caducifolio, subcaducifolio y bosque
espinoso, también se asocia a vegetacion perturbada, creciendo a orilla de caminos y en
terrenos de cultivo abandonados®’. Malva parviflora es una planta de uso frecuente y
extendido en nuestro pais hoy en dia; sus usos médicos tradicionales incluyen su consumo
como tratamiento anti-inflamatorio en caso de golpes, heridas o abscesos; asi como

durante la inflamacion de garganta, estbmago, intestino, mucosas, rifiones y pulmones,


http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=997466
http://taxonomicon.taxonomy.nl/TaxonTree.aspx?src=0&id=997467
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entre muchos otros. Ademas de su uso como anti-inflamatorio, también se emplea para
disminuir la fiebre, como analgésico en ciertos casos, como anti-helmintico y para tratar
lesiones leves en la piel. Comunmente se recomienda beber el cocimiento o en forma de

fomentos o emplastos®’.

2.2.- Composicion quimica de Malva parviflora

Malva parviflora es una planta que ha sido poco caracterizada quimicamente; sin
embargo, se sabe de su contenido rico en flavonoides y compuestos fendlicos*o42,
Igualmente, se ha reportado que contiene algunos alcaloides, esteroides, terpenos,
saponinas, resinas, taninos, flavonoles, fenilpropanoides, aminoacidos aromaticos,
terpenos y monosacaridos neutros y acidos***, Sumado a esto, recientemente dentro de
nuestro grupo de investigacion se ha determinado que su extracto hidroalcohdlico contiene
escopoletina (Esc), una cumarina, y acido oleandlico (AO) un triterpeno?.

2.3.- Efecto farmacolégico de Malva parviflora

Existen varios reportes de la actividad farmacolégica de Malva parviflora que
demuestran algunos de sus efectos, como por ejemplo la actividad quelante de metales del
extracto metandlico de sus hojas*®; el efecto antibacteriano de los extractos hexanico,
metandlico y acuoso de sus hojas y raices?*; el anti-fingico de un extracto de semillas*’; el
hipoglucemiante de los extractos hexanico, cloroférmico, y metanélico de hojas*®; el anti-
hipertensivo de un extracto hidroalcohdlico y sus fracciones acuosa y organica de hojas*’;
el gastro-protector de un mucilago obtenido de hojas y frutos*, el anti-oxidante de un
extracto metandlico*, uno hidroalcohdlico y sus fracciones acuosa y organica de hojas*;
el anti-inflamatorio de los extractos metandlico, hexanico y acuoso de hojas y raices*5;
asi como de un mucilago obtenido de hojas y frutos**, y el neuroprotector del extracto

etandlico de hojas y el hidroalcohdlico de partes aéreas?4°,

Dentro de lo reportado para M. parviflora, resalta su efecto anti-inflamatorio y
neuroprotector, que la sugiere como posible fuente de un tratamiento efectivo para
aminorar el desarrollo y los sintomas presentes en la EA. En este contexto, dentro de
nuestro grupo de investigacion, se generd un extracto hidroalcohdlico de sus partes aéreas
(MpHA), el cual, se determin6 que posee actividad anti-inflamatoria, ya que inhibe la

activacion del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
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activadas (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP1) en células RAW-Blue?°, linea celular de
macrofagos que presentan un gen reportero bajo elementos de respuesta a estos factores
de transcripcion importantes en procesos inflamatorios. Mas aln, en el trabajo de Medrano-
Jiménez y cols, se reportd que el MpHA, es capaz de revertir el efecto deletéreo en el
aprendizaje y la memoria de ratones 5XFAD, un modelo de la EA. Esto, a través de modular
el proceso inflamatorio que se desarrolla en el SN de estos animales, ya que por un lado
disminuye la astrogliosis reactiva observada mediante inmunofluorescencia en cortes de
cerebro y por otro lado reduce los niveles de transcrito de CD86 y TNF en microglia aislada
de estos ratones, los cuales son caracteristicos de su fenotipo proinflamatorio M1;
promoviendo asi la acumulacion de microglia alrededor de las placas BA y disminuyendo
la deposicion de éstas. Como parte del mecanismo de accion de dicho extracto, se ha
determinado que aumenta la capacidad fagocitica de microglia en cultivo, a través de un
mecanismo dependiente de CD36, un receptor “scavenger”, importante en la fagocitosis de
la microglia, y el receptor activado por proliferadores peroxisomales gamma (PPARYy), un
receptor nuclear que aumenta los niveles de CD36. Lo anterior, ya que MpHA es capaz de
aumentar los niveles de CD36 in vivo, en animales 5XFAD, sin embargo, al administrar
GW9662, un antagonista de PPARYy, se suprime el efecto de MpHA. Sumado a ésto, se
identificaron dos de sus compuestos farmacolégicamente activos, la Esc y el AO%°, ambos
con actividad antinflamatoria®->* y neuroprotectora reportada anteriormente®8,
Finalmente, se determiné que el AO es capaz de aumentar los niveles de PPARy en
cultivos primarios de microglia, respaldando su importante participacion en el efecto global

ejercido por el MpHA en el modelo in vivo.

Como puede observarse, el efecto benéfico del MpHA sobre la patologia que
desarrollan los animales 5XFAD es claro y pudiera ser resultado de su complejidad y
rigueza en compuestos farmacolégicamente activos que tienen como blanco diversas
moléculas que participan dentro de la intrincada fisiopatologia de la EA. Ademas, el efecto
producido refuerza la idea de que, dentro de sus componentes, se encuentran algunos que
pudieran resultar de interés por su posible capacidad de aminorar el desarrollo y los
sintomas presentes en este padecimiento. Sin embargo, esta misma riqueza y complejidad
de compuestos en el MpHA, resulta extremadamente complicada para caracterizar quimica
y farmacol6gicamente. Por lo tanto, es necesario buscar dentro de estos mismos
componentes, aquella combinacion especifica que reproduzca el efecto benéfico

observado con este extracto. En este sentido y como primera aproximacion para obtener
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una mezcla menos compleja de estos compuestos, que recapitulara el efecto anti-
inflamatorio y neuroprotector, se generé una fraccion antinflamatoria (MpF10) de M.
parviflora, a través de un ensayo biodirigido. Se observé que MpF10, al igual que su
compuesto mayoritario identificado como daucosterol (MpDau); son capaces de inhibir la
activacion de NFkB y AP1 en la linea celular RAW-Blue, asi como disminuir la astrogliosis
reactiva en un modelo murino de neuroinflamacion inducido con inyecciones
intraperitoneales de LPS, y mejorar la capacidad de aprendizaje y memoria en estos

animales®°.

Por lo tanto, dado que MpHA presenta efecto neuroprotector en un modelo murino
de la EA y la MpF10 posee actividad neuroprotectora en un modelo de neuroinflamacion;
se sugiere que M. parviflora representa una fuente rica en compuestos farmacol6gicamente
activos a partir de los cuales podria obtenerse un posible tratamiento para aminorar el
desarrollo y los sintomas presentes en la EA. Sin embargo, resulta de gran importancia el
disefio y propuesta de un posible farmaco que posea el efecto anti-inflamatorio y
neuroprotector observado con el MpHA y la MpF10, pero de una composicién conocida.
Con lo cual se permitiria una caracterizacion quimica y farmacoldgica completa y por lo
tanto, mayor control y seguridad del posible producto. En este contexto, nos planteamos la

siguiente hipétesis.
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3.- HIPOTESIS

Una mezcla especifica de compuestos bioactivos aislados de malva parviflora
disminuye algunas de las caracteristicas patologicas asociadas a la enfermedad de

Alzheimer en el modelo murino.

4.- OBJETIVOS
4.1.- Objetivo general.

Proponer y evaluar una mezcla especifica de compuestos activos presentes en M.

parviflora en un modelo de la enfermedad de Alzheimer.

4.2.- Objetivos particulares

1.- Caracterizar el efecto neuroprotector de la fraccibn MpF10 en un modelo murino de la EA.

2.- Disefiar un farmaco combinado con propiedades anti-inflamatorias y neuroprotectoras a

partir de los compuestos presentes en M. parviflora.

3. Caracterizar el efecto neuroprotector del farmaco obtenido, en un modelo murino de la

enfermedad de Alzheimer.

4. Modelar la interaccion de los compuestos del farmaco con sus posibles blancos

moleculares.
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5.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados anteriormente, la estrategia experimental

utilizada se esquematiza en la figura 1.

Como primera parte del proyecto se planted evaluar el efecto neuroprotector de la
MpF10 en un modelo murino de la EA. Para ésto, se utilizaron ratones 5XFAD. Se formaron
8 grupos de acuerdo con el genotipo y el tratamiento a administrar, quedando: 1) WT/Veh,
2) 5XFAD/Veh, 3) WT/MpF10, 4) 5XFAD/MpF10, 5) WT/MpDau, 6) 5XFAD/MpDau, 7)
WT/MpHA, 8) 5XFAD/MpHA. Al término del tratamiento, los animales fueron sometidos a
pruebas conductuales para evaluar: el aprendizaje, la memoria, el comportamiento tipo
depresién y la actividad motora y de exploracion. Ademas de esto, a partir de muestras
biologias se les determind la presencia de placas del péptido p-amiloide y los niveles de IL-
1B y TNF en cerebro.

Por otro lado, se determinaron las interacciones farmacol6gicas de 5 compuestos
presentes en M. parviflora. Lo anterior, mediante el andlisis de “desplazamiento de la curva”
e “isobolograma” efectuado en macrofagos de la linea celular RAW Blue. Los compuestos
utilizados fueron: Esc, tilirésido (Tili), AO, &cido. ursdlico (AU) y MpDau.

Una vez determinadas las combinaciones con interaccion sinérgica y el mejor efecto
anti-inflamatorio, éstas se evaluaron en ratones 5XFAD. Se formaron 10 grupos de acuerdo
con el genotipo y el tratamiento a administrar, quedando: 1) WT/Veh, 2) 5XFAD/Veh, 3)
WT/C1, 4) 5XFADI/C1, 5) WT/C2, 6) 5XFAD/C2, 7) WT/Mel, 8) 5XFAD/Mel, 9) WT/MpHA,
10) 5XFAD/MpHA. Al término del tratamiento, se les realizaron diversas pruebas
conductuales para evaluar el aprendizaje y la memoria, el comportamiento tipo depresion
y la actividad motora y de exploracién. A partir de muestras biologicas de cerebro, se
midieron los niveles de IL-1B y TNF, se cuantificaron las placas de péptido B-amiloide, se
describié la morfol6gia de la microglia adyacente a las placas y la determinacién de su

fenotipo.

Finalmente, se modelé mediante acoplamiento molecular, la interacciéon entre los

compuestos que conforman la C1 y algunos posibles blancos.
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Figura 1. Esquema de la estrategia experimental. Se evaluo el efecto de la fraccion 10 de M.
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parviflora (MpF10) en ratones 5XFAD. Posteriormente, se seleccionaron diferentes compuestos
identificados en la MpF10 o el extracto hidroalcohdlico de M. parviflora (MpHA), a partir de los cuales
se evalud su interaccion farmacolégica en un modelo de inflamacion en la linea celular RAW-Blue.
A partir de ésto, se seleccionaron dos mezclas de compuestos con interaccion sinérgica, las cuales
fueron evaluadas en los animales 5XFAD. Adicionalmente, se propusieron posibles blancos
moleculares para los compuestos que conformaban la mezcla con mejor actividad y se model6 su

interaccién mediante acoplamiento molecular.

5.1.- Animales:

Se utilizaron animales 5XFAD, los cuales expresan 5 mutaciones de origen humano
asociadas al desarrollo de este padecimiento (3 en la APP y 2 en PSN1), por lo que a
edades tempranas pueden encontrarse placas amiloides, gliosis, marcadores sinapticos
reducidos, pérdida neuronal y deterioro cognitivo®l. Los animales fueron sexados y
genotipificados alrededor de los 21 dias de nacidos, posteriormente, a las ocho semanas
de edad se comenz6 con la administracion via oral de los diferentes tratamientos, la cual

se continud diariamente durante 24 semanas consecutivas. Alrededor de las 32 semanas,
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los animales fueron sometidos a diversas pruebas conductuales, posteriormente, fueron
sacrificados para la obtencion del tejido cerebral.

Todos los procedimientos siguieron con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-zoo-
1999. El comité de bioseguridad y ética institucional aprobd todos los experimentos con

animales descritos en el presente trabajo bajo el nimero de proyecto R-2016-1702-7.

5.2.- Laberinto Acuatico de Morris: Se utilizdé una tina circular blanca hecha de fibra

de vidrio, con un didametro de 150 cm y una altura de 60 cm, la cual fue llenada con agua
tefiida de blanco (diéxido de titanio) hasta un 80% de su capacidad. La tina se dividi6 de
forma imaginaria en 4 cuadrantes iguales y en uno de ellos (noroeste -NO-) se colocé una
plataforma circular de 15 cm de didmetro, quedando 1 cm por debajo del nivel del agua. La
prueba se divide en dos fases, adquisicion y evaluacién de memoria. El periodo de
adquisicion tuvo una duracién de 5 dias, durante los cuales los ratones fueron colocados
diariamente dentro del agua a partir de 4 puntos diferentes norte, oeste, sur y este (N, O,
Sy E); y se les permitié explorar libremente durante 90 segundos o hasta que lograban
llegar a la plataforma. La latencia de llegada a la plataforma fue registrada. La evaluacion
de memoria se llevé a cabo 72 horas después del ultimo dia de adquisicién; para lo cual la
plataforma fue retirada y los animales se colocaron nuevamente dentro de la tina en cada
uno de los 4 puntos de inicio. La latencia al primer cruce en la zona donde se encontraba

anteriormente la plataforma (zona de la plataforma- ZP) fue registrada.

5.3.- Suspensidén por la cola: Se utilizaron cajas de suspension por la cola (SC) con

el fin de evitar que los animales se vieran o interactuaran entre si. Las dimensiones en cada
espacio son de 29 X 23 cm, permitiendo que, al suspender al animal, éste no pueda hacer
contacto con las paredes. Los ratones se suspendieron individualmente en el centro del
compartimiento que le corresponde fijando su cola por su parte distal con cinta adhesiva

en una varilla de madera fija a 50 cm del suelo. El tiempo de inmovilidad se cuantifico.

5.4.- Campo abierto: Consiste en una plataforma de acrilico, con base negra de 30 X

30 cm y paredes trasparentes de 15 cm de alto. La base de esta plataforma se encuentra
dividida en 9 cuadrantes imaginarios iguales. Para la prueba se colocaron los ratones en
el cuadrante del centro y se les permitio explorar de forma libre durante 5 minutos, durante
este tiempo se cuantific6 el nimero de cruces entre cuadrantes como parametro de

actividad motriz y levantamientos verticales como pardmetro de exploracion.
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5.5.- Perfusion y corte de cerebros.

Los animales fueron anestesiados con una combinacion de Ketamina clorhidrato
(577mg/kg) y Xilacina clorhidrato (500 mg/kg) inyectada de forma intraperitoneal.
Posteriormente se realiz6 un corte a la altura del esternén y se buscé dejar expuesto el
corazdn, se realiz6 un corte en la auricula derecha y se pinché el ventriculo izquierdo con
la aguja conectada a una bomba peristaltica para perfundir solucién salina por 15 minutos.
Al finalizar este tiempo se comenzd a perfundir con paraformaldehido al 4% por 15 minutos
mas. Se colecté el cerebro cuidando no dafarlo y se colocé en paraformaldehido al 4%
durante tres dias, posteriormente se cambié esta solucion por sacarosa al 30% y se
almacenoé a 4°C. A partir de estos tejidos se obtuvieron cortes sagitales de 30 micras de
grosor mediante un criostato, para obtener rebanadas en flotacion, las cuales se

almacenaron en sacarosa al 30% a 4°C hasta su uso.

5.6.- Tincién de Tioflavina-S:

Las muestras perfundidas de cerebros fueron tefiidos con Tioflavina-S, el cual es un
colorante utilizado para visualizar agregados de proteinas mal plegadas como lo son las
placas del péptido p-amiloide. Para esto; se utilizaron cortes sagitales de 30 micras de
grosor de cerebros de cada grupo, fueron tefiidos con Tioflavina-S al 1% durante cinco
minutos. Posteriormente, se lavaron en etanol al 80%, seguido por etanol al 70% y agua
destilada. Los cortes tefiidos, fueron montados con “fluoroshield” y cubiertos con un
cubreobjetos. Los cortes tefidos se observaron y fotografiaron en un microscopio de
fluorescencia Zeiss Axioskop usando un espectro de emisién de 550 nm. Las imagenes
obtenidas se analizaron en las zonas de subiculo y corteza prefrontal mediante el software
Image J. Se determiné el nUmero promedio de placas, su tamafio promedio y el area total

tefiida.

5.7.- Tincién de Tioflavina-S en conjunto con inmunofluorescencia:

En cortes de cerebros de cada grupo se realiz6 la tincién con Tioflavina-S como se
describe anteriormente. A continuacion, las rebanadas de tejido se incubaron en la solucion
de bloqueo durante 1 hora y posteriormente en anticuerpo primario durante toda la noche.
Se realizaron lavados en PBS-T, se incub6 en anticuerpo secundario durante 2 horas y se
lavaron nuevamente con PBS-T. Los cortes fueron montados con “fluoroshield” y cubiertos

con un cubreobjetos. Se observaron y fotografiaron en un microscopio confocal Olympus
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FV1000 Invertido en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada. Se utilizé una
longitud de onda de excitacion de 488 nm y un rango de captura de 505 a 525 nm (verde)
para observar la tincién de Tioflavina-S y una longitud de onda de excitacién de 543 nmy
un rango de captura de 560 a 660 nm (rojo) para observar la inmunofluorescencia contra
Ibal. Las imagenes se obtuvieron con una captura en forma secuencial de la zona de
hipocampo y corteza prefrontal y se analizaron mediante el software Image J. Se
determing, el niumero promedio de placas, su tamafio promedio y el porcentaje total de area
tefiida; asi como una descripcién de la morfologia de la microglia encontrada de forma

adyacente a las placas de B-amiloide.

5.8.- ELISA:

A partir de extractos proteicos de cerebro, se realiz6 el método de Ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), el cual permite la cuantificacién de un
antigeno de interés mediante la unién de un anticuerpo marcador que puede medirse
mediante una reaccion enzimética asociada a un segundo anticuerpo. El protocolo se
realiz6 de acuerdo a lo indicado por el proveedor del Kit para medir IL-18 (ELISA MAX
Deluxe Set Mouse IL-1pB, BioLegend, Cat. 432604) y TNF-a (ELISA MAX Deluxe Set Mouse
IL-183, BioLegend, Cat. 432604, ELISA MAX Deluxe Set Mouse TNF-a, BioLegend, Cat.
430904).

5.9.- qPCR:
El RNA del hipocampo de los ratones tratados fue aislado como se ha descrito

anteriormente®-%2, Brevemente, el tejido fue sonicado en Trizol-reagent (Thermo Fisher
Scientific), se afiadieron dos volimenes de cloroformo, se eliminaron los restos de tejido
mediante centrifugacion a 14,000 RFC (x g) por 15 minutos a 4°C, descartando el pellet
formado y recuperando la fase acuosa. Se adicionaron 0.5 volumenes de isopropanol; se
incubd la muestra por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 18,000 RFC (x
g) por 10 minutos. ElI RNA total formé una pastilla, la cual se recuperd y lavé con etanol al
70%; finalmente, se recuperd nuevamente el RNA por centrifugacion y se resuspendio en
agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La integridad del RNA total se verifico en un
gel de agarosa al 1% en TBS y se determind su concentracion utilizando un
espectrofotébmetro (Nanodrop 2000) a una longitud de onda de 260 nm.

La transcripcion inversa de RNA a DNA complementario (cDNA) se llevo a cabo

usando la polimerasa M-MLV RevertAid transcriptase (Thermo Fisher Scientific). La
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reaccion se realizé en pasos con un volumen final de 20 pl. Como primer paso, se realizé
una mezcla de 500 ng de RNA, 25 pg/ml de Oligonucleotidos desoxitimina (Oligos dT) y
0.5 mmol/L de dNTPs en un volumen de 15.5 ul con agua tratada con DEPC y se incubé a
65°C durante 5 minutos para permitir que los oligos se alinearan (Oligo dT).
Posteriormente, la mezcla se colocé en hielo momentaneamente y se agregd una mezcla
de buffer RT 5X y 0.5 yl de M-MLV RT en un volumen de 4.5 ul. Por medio de un
termociclador, la mezcla se mantuvo durante 60 minutos a 37°C seguido de 15 minutos a
70°C; posteriormente se adiciond agua tratada con DEPC a un volumen final de 200 pl.

La gPCR se llevé a cabo con la sonda fluorescente SYBR Green/ROX gPCR
Mastermix (Thermo Fisher scientific). Cada mezcla de reacciéon de qPCR contenia 2.5 ng
de cDNA (1 pl de la mezcla de RT), 5 ul de la sonda fluorescente SYBR Greeny 0.5 uM de
cada uno de los oligos especificos en un volumen final de 10 pl con agua libre de RNAsas.
Los genes de interés a analizar fueron trem2, tyrobp (MR), CxCr3, y como genes de
referencia actina y CD45. Las condiciones de la reaccién fueron: 1 ciclo de 5 minutos a
95°C de activacion inicial, seguido de 40 ciclos de amplificacién (15 s a 95°C, 30 s a 60°C)
y finalmente 1 ciclo de incremento de temperatura de 60°C hasta 95°C. Las mezclas de
reaccion se realizaron por duplicado para cada muestra. La expresion relativa fue calculada
con respecto a actina usando el método 2-AACT.

5.10.- Ensayo en macréfagos RAW-Blue:

Linea celular comercial RAW-Blue (InvivoGen, San Diego, CA, USA), cuenta con la
integraciéon cromosomica de un gen reportero que codifica para una fosfatasa alcalina que
se secreta al medio de cultivo en respuesta a la activacion de los factores de transcripcion
NF-kB y AP1. Las células se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), fueron expuestas a LPS como estimulo pro-inflamatorio, junto con los diferentes
tratamientos a evaluar o controles, y se incubaron durante 12 horas. Posteriormente, se
tomé una muestra del medio a partir de la cual se midieron los niveles de fosfatasa alcalina
secretada al medio, mediante un ensayo colorimétrico con QUANTI-Blue (InvivoGen, San

Diego, CA, USA), segun las recomendaciones del proveedor.

5.11.- Determinacion de CEso:

La Determinacion de la CE50 se realizdo mediante la obtencion de una regresion lineal
de curvas dosis-respuestas obtenidas para cada compuesto y las formulas Emax = 1/b y

CE50=m*Emax. Las concentraciones utilizadas para la construccion de curvas de
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concentracion-respuesta fueron: en el caso de la Esc, con un peso molecular de 192.16
g/mol, 0.33, 1.6, 8.32, 41.63, 83.26 y 124.89 uM; para Tili, con un peso molecular de 594.5
g/mol, 0.08, 0.4, 2.0, 10.09, 50.46 uM; para el AU, con un peso molecular de 456.70 g/mol,
2.14, 6.48, 19.26, 38.53, 58.24 y 87.36 YUM; para el AO, con un peso molecular de 456.70
g/mol, 6.48, 19.26, 38.53, 58.24, 87.36 y 116.4 uM y para el MpDau, con un peso molecular
de 576.85 g/mol, 8.66, 17.33, 21.66, 26.0, 30.33 y 34.67 uM;

5.12.- Andlisis por desplazamiento de la curva: Se evalué el efecto farmacolégico de

un compuesto a diferentes concentraciones; posteriormente se observo la misma curva de
concentracion-efecto agregando un segundo compuesto a una concentracion fija y se
comparé el comportamiento de ambas curvas para determinar si existe interaccion

farmacologica.

5.13.- Analisis isobologréafico: Con base a las CEso determinada para cada compuesto

individualmente, se calcularon las concentraciones de dos compuestos para que
combinados resultaran en un efecto tedérico del 50% (CEso tedrica de la combinacién). Estas
mezclas se evaluaron en la linea celular RAW-Blue y se calcul6 la CEso experimental de la
combinacion, la cual fue compararla con la CEso tedrica, para determinar si dicha mezcla

posee una interaccion subaditiva, aditiva o sinérgica.

5.14.- Acoplamiento molecular:

Se realiz6 un analisis de acoplamiento molecular in silico, el cual permite predecir
computacionalmente la orientacién mas favorable de interaccién entre un ligando y un
blanco. Se modelé la interaccién de Esc con los receptores nicotinicos de acetilcolina a432
y a7 en diferentes sitios de unién; y MpDau con el receptor de estrégenos a (ERa); y los
receptores de hormona tiroidea a (THRa) y B (THRp). Las estructuras proteicas fueron
obtenidas a partir de la base de datos PDB (protein data bank; 6USF y 6URS8 para el a42;
2PGZ para el a7; 210G para el Era; 3ILZ para el THRa y 6KKB para el THR), mientras
que las de los ligandos se obtuvieron en la base de datos ZINC. Se utilizé el programa de
acoplamiento molecular AutoDockFR (ADFR), con un total de 1000 experimentos por cada

ligando o sitio. Se obtuvo la energia de unién como parametro de afinidad.
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6.- RESULTADOS
6.1.- Evaluacion de la fraccién MpF10 en un modelo murino de la EA

Como primera parte del proyecto se evalué el efecto neuroprotector de la MpF10 en
un modelo murino de la EA. Para esto, se utilizaron ratones 5XFAD y su contraparte
silvestre (wild type -WT-), los cuales fueron administrados con la MpF10, el MpDau, el
vehiculo (tween 1%) o el MpHA segun el grupo correspondiente (Fig.2 A). Después de 24
semanas de administracion, alrededor de los ocho meses de edad; a los ratones se les
evaluo el aprendizaje, la memoria, el comportamiento tipo depresion, y la actividad motora
y exploratoria mediante diversas pruebas conductuales. Finalmente, se obtuvieron las

muestras bioldgicas para su posterior andlisis (Fig. 2 A).

6.1.1.- Efecto de la MpF10 sobre el aprendizaje y la memoria en un modelo murino
dela EA

Para evaluar el aprendizaje y la memoria de los animales, se aplico la prueba de
LAM, la cual se divide en dos fases; aprendizaje y evaluacién de la memoria. Durante la
fase de aprendizaje, los animales son entrenados para encontrar una plataforma de escape
y se espera que, estando sanos, aprendan su ubicacién y tarden cada vez menos en
encontrarla. De forma contraria, los animales con el proceso de aprendizaje alterado
deberian tardar mas en encontrar la plataforma o posiblemente no lograrlo. Se observé que
similar a lo anteriormente reportado, a los animales 5XFAD les toma mas tiempo localizar
la plataforma comparados con los animales WT, lo que nos indica que su proceso de
aprendizaje se encuentra alterado. Sin embargo, podemos ver que la administracion de
MpF10 (10 pg/kg) y MpDau (2 ug/kg) revierten este déficit, recapitulando lo observado al
administrar MpHA (50 pg/kg; Fig. 2 By C).
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Figura 2. Efecto de la fraccion 10 de M. parviflora y daucosterol sobre la capacidad de
aprendizaje y memoria en ratones 5XFAD. A) Tabla de grupos experimentales: WT con vehiculo
(WT/Veh: n=9), 5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh; n=10), WT con fraccion 10 (WT/MpF10; n= 10),
5XFAD con fraccién 10 (5XFAD/MpF10; n= 9), WT con daucosterol (WT/MpDau; n= 9), 5XFAD con
daucosterol (5XFAD/MpDau; n=9), WT con extracto hidroalcohdlico (WT/MpHA; n=8), 5XFAD con
extracto hidroalcohédlico (5XFAD/MpHA; n=9) y esquema temporal de disefio experimental y
esquema de tina utilizada para realizar la prueba de laberinto acuatico de Morris (LAM). B) Tiempo
(s) necesitado para llegar a la plataforma de escape (latencia de escape) durante los cinco dias de
aprendizaje de los grupos control. C) Area bajo la curva de las latencias de escape de los diferentes
grupos durante el periodo de aprendizaje. D) Latencia a la zona de la plataforma durante la
evaluacion de memoria. E) Velocidad promedio de nado. F) Mapas de recorrido representativos de
cada grupo. Analisis estadistico, ANOVA de una via seguido de una posprueba de Tukey. *p < 0.05;
**p < 0.01; ****p < 0.0001 vs. 5XFAD administrado con el vehiculo (Veh).

Posteriormente, durante la prueba de memoria, la plataforma de escape se retirdé y
se permiti6 a los animales explorar la tina de forma libre. Su comportamiento fue
videograbado y se analiz6 el tiempo de latencia a la zona donde anteriormente se
encontraba la plataforma (ZP). En la prueba se observé que, en comparaciéon con los
ratones WT, los animales 5XFAD tardaron significativamente mas tiempo a la ZP, lo que
se revirtié con la administracion de MpF10, MpDau o MpHA (Fig. 2 D). Sumado a lo anterior,
a partir de los videos adquiridos se obtuvieron mapas de los recorridos hechos por los
animales, en los que se pudo observar que los ratones WT, tenian un patrén de nado que
se acercaba a la ZP, a diferencia de los ratones 5XFAD, cuyo recorrido fue mas erratico.
Sin embargo, los animales 5XFAD administrados con MpF10, MpDau o MpHA, corregian
este patron, dirigiéndolo a la ZP (Fig. 2 F). Finalmente, dentro de esta prueba se determiné
la velocidad promedio de nado de los animales evaluados para descartar que las
conclusiones sobre aprendizaje y memoria fueran afectadas por una disfunciéon en la
capacidad de nado de los animales; no observando diferencias significativas entre los

grupos (Fig. 2 E).
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6.1.2.- Efecto de la MpF10 sobre el comportamiento tipo depresion, y la actividad

motoray exploratoria en un modelo murino de la EA

Adicional a la evaluacién de aprendizaje y memoria, los animales fueron sometidos
a pruebas conductuales para evaluar un comportamiento tipo depresion (suspensién por la

cola) y su actividad motora y exploratoria (campo abierto; Fig. 3).

La evaluacién de comportamiento tipo depresion se llevé a cabo a través de la prueba
de SC. En esta prueba, se somete al animal a una situacion adversa de la cual no es capaz
de salir y se determina el tiempo en el que se mantiene en movimiento o inmévil (Fig. 3 A).
Un mayor tiempo de inmovilidad indica un comportamiento tipo depresion, ya que
representa que el animal entra en un estado de desesperanza y deja de intentar salir de la
situacion en la que se encuentra. Para dicho parametro, se encontré6 un aumento en los
ratones 5XFAD, indicando una mayor desesperanza. Sin embargo, los animales 5XFAD
administrados con MpDau mostraron una tendencia a disminuir este tiempo, disminucion
gue fue significativa cuando el tratamiento utilizado fue la MpF10 o el MpHA, alcanzando

valores similares a los observados con los animales WT (Fig. 3 B).

Por otro lado, para evaluar la actividad motora y de exploracion, se utilizé la prueba
de campo abierto, donde los animales son colocados en una plataforma y se observa su
comportamiento. La plataforma se encuentra dividida en nueve cuadrantes imaginarios y
el pardmetro medido para evaluar actividad motora fue el nimero de cruces entre estos.
Los animales 5XFAD mostraron un aumento en el nimero de cruces en comparacion a los
animales WT, lo que nos indica una mayor actividad motora. Este efecto se revertié de
forma significativa con la administracién de la MpF10 y con una tendencia a disminuir para
el caso de MpDau y el MpHA (Fig. 3 C). Por otro lado, se evalu6 la cantidad de
levantamientos verticales como parametro de exploracion, cuyo numero fue menor en los
animales 5XFAD en comparacion con los WT, indicandonos que la exploracion de los
primeros se encuentra inhibida; conducta que no parece ser modificada por la
administracion de la MpF10, a diferencia de lo observado al administrar MpDau o el MpHA,
los cuales disminuyen el nimero de levantamientos verticales en los animales WT (Fig. 3
D). Dichos resultados en conjunto nos indican que los animales 5XFAD tienen una actividad
motora exacerbada que no involucra un aumento en la exploracion o curiosidad de los
animales, pero que este exceso de actividad se normaliza con la administracién de

cualquiera de los tratamientos utilizados. Sin embargo, la administracion de los
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tratamientos no regula la actividad exploratoria en los animales 5XFAD, quienes se
mantienen con un numero de levantamientos verticales disminuidos respecto a los
animales WT.
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Figura 3. Efecto de la fraccion 10 de M. parvifloray daucosterol sobre el comportamiento tipo
depresion y actividad motora y exploratoria en animales 5XFAD. Grupos: WT con vehiculo
(WT/Veh), 5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh), WT con fraccién 10 (WT/MpF10), 5XFAD con fraccién
10 (5XFAD/MpF10), WT con daucosterol (WT/MpDau), 5XFAD con daucosterol (5XFAD/MpDau),
WT con extracto hidroalcohélico (WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcohdlico (5XFAD/MpHA).
A) Esquema de la prueba de suspensién por la cola y campo abierto mediante las cuales se evalu6
comportamiento tipo depresion y actividad motora y exploratoria. B) Tiempo de inmovilidad (s) en
prueba de suspension por la cola. C) Numero de cruces entre cuadrantes y D) NUmero de
levantamientos verticales en prueba de campo abierto. Andlisis estadistico, ANOVA de una via
seguido de una posprueba de Tukey. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 5XFAD administrados
con el vehiculo (Veh).
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6.1.3.- Efecto de la MpF10 sobre los niveles de TNF e IL-18 en cerebro en un modelo

murino de la EA

Posterior a la evaluacion conductual, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron
muestras biologicas a partir de las cuales se exploré la correlacion entre los cambios
conductuales observados y el estado inflamatorio en el cerebro de los ratones utilizados.
Para ésto, se midieron en cerebro, los niveles proteicos de dos citocinas importantes en
procesos de inflamaciéon, TNF e IL-1B (Fig. 4). Se observé que en los animales 5XFAD, los
niveles de ambas citocinas se encontraban elevados; sin embargo, éstos disminuian al
administrar la MpF10, el MpDau o el MpHA (Fig. 4 A y B). Indicando una capacidad
antinflamatoria por parte de los diferentes tratamientos y una posible via a nivel celular, a

través de la cual ejercen su efecto en memoria y aprendizaje.
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Figura 4. Efecto de la fraccion 10 de M. parvifloray daucosterol sobre los niveles de TNF e IL-
1B en ratones 5XFAD. Grupos: WT con vehiculo (WT/Veh), 5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh), WT
con fraccion 10 (WT/MpF10), 5XFAD con fraccibn 10 (5XFAD/MpF10), WT con daucosterol
(WT/MpDau), 5XFAD con daucosterol (5XFAD/MpDau), WT con extracto hidroalcohdlico
(WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcohdlico (5XFAD/MpHA). A) Niveles TNF y de B) IL-18
determinados por ELISA en tejido de cerebro. Andlisis estadistico, ANOVA de una via seguido de

una posprueba de Bonferroni *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 5XFAD administrados con el

vehiculo (Veh).
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6.1.4.- Efecto de la MpF10 sobre la presencia del péptido - amiloide en un modelo

murino de la EA

Las placas de - amiloide son una de las principales marcas histopatoldgicas de la
EA, y dentro del modelo utilizado se presentan desde edades tempranas, por lo que
evaluamos su presencia en los animales tratados para determinar si la MpF10 y el MpDau
modulan su deposicion; ésto se hizo a través de la tincién con Tioflavina-S. Observamos
que los animales 5XFAD presentan un mayor nimero de placas amiloideas y de mayor
tamafio en corteza prefrontal y subiculo, dos areas importantes en procesos de aprendizaje
y memoria (Fig. 5). Sin embargo, descubrimos que la administracion de MpF10, MpDau, o
de MpHA, disminuyeron el tamafio de las placas tanto en corteza como en subiculo (Fig. 5
C), asi como el numero de placas amiloideas en el caso de la corteza prefrontal (Fig. 5 B);
disminuyendo de esta forma el area total ocupada por las placas amiloideas en estas zonas
(Fig. 5 D).
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Figura 5. Efecto de la fraccién 10 de M. parviflora y daucosterol sobre la deposicién del
péptido B-amiloide en ratones 5XFAD. Grupos: WT con vehiculo (WT/Veh), 5XFAD con vehiculo
(5XFAD/Veh), WT con fraccion 10 (WT/MpF10), 5XFAD con fraccién 10 (5XFAD/MpF10), WT con
daucosterol (WT/MpDau), 5XFAD con daucosterol (5XFAD/MpDau), WT con extracto hidroalcohdlico
(WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcohdlico (5XFAD/MpHA). A) Imagenes representativas de

tinciones con Tioflavina-S en subiculo y corteza (linea de escala, 200 ym). B) Namero y C) tamafio
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promedio de placas. D) Area total cubierta por placas determinado mediante andlisis con el software
Image J. Analisis estadistico, ANOVA de una via seguido de una posprueba de Tukey *p < 0.05; **p
<0.01; ***p £0.001 vs. 5XFAD administrados con el vehiculo (Veh).

6.2.- Efecto anti-inflamatorio e interacciones farmacolégicas de 5 compuestos de M.
parviflora sobre la linea celular RAW-Blue

Una vez que confirmamos el efecto neuroprotector de la MpF10 y el MpDau en un
contexto de la EA; buscamos disefiar un farmaco combinado con actividad anti-inflamatoria
y neuroprotectora, a partir de compuestos determinados presentes en M. parviflora. En este
sentido y tomando en cuenta que al menos parte de la actividad neuroprotectora observada
anteriormente con esta planta es dada por la modulacién en el estado de activacion de la
microglia, se utilizé la linea celular de macréfagos RAW-Blue, un modelo que mide
inflamacién de manera rapida y sencilla, mediante un ensayo colorimétrico que cuantifica
la activacién de NFkB y AP 1, dos factores de transcripcién importantes en procesos
inflamatorios. Por lo que la utilizacién de las células RAW-Blue permite la evaluacion de un
gran numero de condiciones diferentes en cortos periodos de tiempo. De esta forma, se
determinaron algunas interacciones farmacolégicas entre compuestos biolégicamente
activos presentes en M. parviflora.

Se seleccionaron 5 compuestos de M. parviflora, cuatro identificados en el MpHA
(Esc, Tili, AO y AU) y uno identificado en la MpF10 (MpDau). Para establecer un rango de
concentracion en el cual evaluar las interacciones de los compuestos, se determind la
concentracion efectiva 50 (CEsog) y el efecto maximo (Emax) para cada uno de los
compuestos (Tabla 1). Esta valoracion se llevé a cabo a través de curvas concentracion-
respuesta (Fig. 6). En las cuales, se observé un efecto dependiente de la concentraciéon
para todos los casos.

La CEsg y el Emax se calcularon para cada uno de los compuestos y se presentan en
la tabla 1.
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Figura 6. Curva dosis-respuesta de compuestos presentes en M. parviflora. Porcentaje de
inhibicién de NFkB/AP1 en células RAW-Blue en cultivos tratados con diferentes concentraciones de

A) tilirésido, B) escopoletina, C) acido ursélico, D) acido oleandlico o E) daucosterol.

Tabla 1. Efecto méximo (Emax) y concentracion efectiva 50 (CEsp) de cinco compuestos
presentes en M. parviflora sobre células RAW-Blue.

Tili Esc AU AO MpDau
Emax (%)  75.75 73.52 38.31 52.63 52.91
CEso (M)  24.12 15.82 47.25 30.78 9.34

Abreviaturas: Tilirosido (Tili), escopoletina (Esc), acido ursdlico (AU), acido oleandlico (AO),

daucosterol (MpDau), efecto maximo (Emax) y concentracién efectiva 50 (CEsyo).

Con base en la CEs calculada para cada compuesto, se realizé la evaluacion de las
interacciones farmacolégicas (Fig. 7). Con este fin, se formularon combinaciones de Tili
mas Esc, AU mas AO o MpDau mas Esc en un andlisis de tipo desplazamiento de la curva
(Fig. 7 A-C). Para ello, se evaluaron diferentes concentraciones de uno de los compuestos
y posteriormente se repiti6d dicha curva de concentracién-respuesta afladiendo un segundo
compuesto a una concentracion fija. Las curvas obtenidas se compararon para determinar

posibles interacciones farmacolégicas entre los compuestos utilizados. Las combinaciones
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compuestas por Tili m&ds Esc o AU mas AO no presentaron cambios, sin embargo, las
compuestas por MpDau mas Esc a 1.95 pyM, resultaron en un aumento en la curva de
actividad respecto a MpDau de forma individual, lo que sugiri6 una interaccion
farmacoldgica positiva entre estos dos compuestos, con mayor efecto a 1.95 uM de Esc
mas 21.66 uM de MpDau, presentando un efecto de 74.3 % de inhibicion de actividad de
NFkB (Fig. 7 C).

Posteriormente, se llevo a cabo un andlisis de tipo isobolograma donde se evaluaron
mezclas de diferentes concentraciones entre cero y la CEso de Tili mas Esc, AU mas AO o
MpDau mas Esc (Fig. 7 D- H). Con base en los resultados experimentales se calcul6 la
CEso de cada mezcla y se comparé con la CEsg tebrica, obtenida por la sumatoria de la
parte proporcional del efecto correspondiente a la concentracion utilizada de cada
compuesto, esto, basado en las curvas de efecto realizadas de forma individual.

El tipo de interaccién se determind como el coeficiente de la CEso obtenida
experimentalmente sobre la tedrica, donde valores cercanos o iguales a 1, se consideran
un efecto aditivo; valores por debajo de 1, representan un efecto subaditivo y valores
mayores a 1, se consideran como efecto sinérgico. A partir de lo cual se determiné que la
combinacién de MpDau més Esc presentaba una interaccion sinérgica (Fig. 7 G y H).

Tomando en cuenta todos estos resultados, y el efecto modulador sobre la microglia
reportado anteriormente para el AO; a la combinaciéon de 1.95 uM de Esc méas 21.66 pM
de MpDau se le agreg6 AO a 2 diferentes concentraciones (1.01 y 2.03 uM), obteniendo

un efecto incluso mayor (Fig. 7 I).
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6.3.- Evaluacion de dos combinaciones de compuestos presentes en M. parviflora

en ratones SXFAD

Con base en las concentraciones de Esc, MpDau y AO con las que se obtuvo un

mejor efecto en la linea celular RAW-Blue, se propusieron dos combinaciones para la

evaluacion en el modelo murino de EA. La combinacién 1 (C1) estuvo compuesta de 0.59

mg/kg de Escy 2 mg/kg de MpDau; por otro lado, la combinacién 2 (C2) estuvo conformada
por 0.59 mg/kg de Esc, 2 mg/kg de MpDau y 0.073 mg/kg de AO (Fig. 8 A). Se formaron
10 grupos de acuerdo con el genotipo y al tratamiento a administrar, quedando i) wild type
con vehiculo (WT/Veh), i) transgénico 5XFAD con vehiculo (5XFAD/veh), iii) wild type con
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combinacion 1 (WT/C1), iv) transgénico 5XFAD con combinacion 1 (5XFAD/C1), v) wild
type con combinacién 2 (WT/C2), vi) transgénico 5XFAD con combinacion 2 (5XFAD/C2),
vii) wild type con extracto hidroalcohdlico (WT/MpHA), viii) transgénico 5XFAD con extracto
hidroalcohélico (5XFAD/MpHA), ix) wild type con meloxicam (WT/Mel), x) transgénico
5XFAD con meloxicam (5XFAD/Mel- Fig. 8 B). A las 8 semanas de edad se comenzé con
la administracion via oral de los diferentes tratamientos, la cual se continué diariamente

durante 24 semanas (Fig. 8 C).

6.3.1.- Efecto de dos combinaciones de compuestos presentes en M. parviflora

sobre el aprendizaje y la memoria en un modelo murino de la EA

A los animales se les evalu6 aprendizaje y memoria a través de la prueba de LAM
descrita anteriormente. Como se esperaba, los animales 5XFAD tardaron un mayor tiempo
en encontrar la plataforma de escape durante el periodo de aprendizaje (adquisicion)
comparados con los WT, tiempo que se disminuy6d de forma significativa cuando los
animales fueron administrados con la C1, de forma similar a nuestro control interno de
MpHA; no asi con la C2 y el control Mel, los cuales no mostraron un cambio significativo
(Fig. 8 Dy E). Por otro lado, durante la prueba de memoria, los animales 5XFAD tardaron
significativamente més tiempo en pasar por primera vez por donde anteriormente se
encontraba la plataforma de escape en comparacion con los WT, efecto que se vio revertido
con la administraciéon de C1 y los controles positivos de Mel o el MpHA; no asi con la C2
(Fig. 8 F). Adicional a esto, a partir de los videos grabados durante la prueba de memoria,
se obtuvieron mapas del recorrido hecho por cada animal, observando que los animales
administrados con la C1, la C2 o los controles de Mel o MpHA, solian tener recorridos mas
dirigidos a la ZP (Fig. 8 H). Finalmente, se midi6 la velocidad promedio de nado en los
animales evaluados para descartar que una dificultad motriz pudiera alterar los resultados
en esta prueba, no encontrando cambios significativos entre ninguno de los grupos (Fig. 8
G).
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6.3.2.- Efecto de dos combinaciones de compuestos presentes en M. parviflora

sobre los niveles de IL-18 y TNF en cerebro en un modelo murino de la EA

Posterior a la prueba de memoria, sabiendo que las combinaciones de compuestos
evaluadas presentan un efecto anti-inflamatorio en el modelo con la linea celular RAW-
Blue y que este podria mejorar el estado cognitivo en los animales tratados, se midieron
los niveles de IL-1B y TNF (Fig. 9). En el caso de IL-1j3, sus niveles se encontraron elevados
en los ratones 5XFAD en comparacién con los WT, pero éstos se redujeron cuando los
animales fueron administrados con la C1 o la C2, al igual que con nuestros controles de
Mel o MpHA (Fig. 9 A). Por otro lado, TNF se encontr6 aumentada en los animales 5XFAD
en comparacion con los WT, lo cual disminuyé cuando se administré la C1 o los controles
de Mel o MpHA; no asi, al administrar la C2, cuyos niveles no tuvieron un cambio
significativo en comparacion con los animales 5XFAD administrados con vehiculo (Fig. 9
B). Dichos resultados nos indican que, como ya ha sido reportado361€3%4 |os animales
5XFAD desarrollaron un proceso inflamatorio en cerebro, el cual logra ser modulado por la
C1ly los controles positivos Mel y MpHA.

6.3.3.- Efecto de dos combinaciones de compuestos presentes en M. parviflora

sobre el estado de activacion de la microglia en un modelo murino de la EA

La microglia son células de origen mieloide con importantes funciones inmunes y
fagociticas, por lo que su fenotipo impacta de gran manera en procesos inflamatorios y
neurodegeneracion. Durante condiciones fisiol6gicas normales, este tipo celular se
encuentra en un estado homeostatico, sin embargo, al censar algin posible dafio, estas
células modifican su expresion genética y pueden encontrarse en diferentes estados de
activacion. Recientemente se ha descrito el estado de activacion DAM (microglia asociada
a enfermedad) de la microglia y se ha caracterizado su expresion genética a través de su
transcriptoma en célula Unica®. A partir de ésta, se describieron dos fenotipos, donde el
DAM-2 se encuentra asociado a una mayor capacidad fagocitica. Como marcadores del
fenotipo DAM-2 se han identificado a Tyrobp y Trem2, los cuales son necesarios para una
mejor fagocitosis y funcionamiento de este tipo celular®. En este contexto, a partir de tejido
de cerebro de los animales tratados con la C1 o la C2, se midieron los niveles de trascrito
de dos marcadores de DAM-2; Tyrobp y Trem2, y uno de microglia “homeostatica”,

CxCR3%°% (Fig. 10). En el caso de CxCR3 no se encontraron diferencias significativas
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entre los niveles expresados por ninguno de los grupos (Fig. 10 A), sin embargo, para el
caso de Trem2 y Tyrobp, ambos se encontraron significativamente elevados en los
animales 5XFAD administrados con la C1 o con el MpHA (Fig. 10 B y C), indicando que al
menos parte de la microglia se encuentra en un estado de activacion de tipo DAM-2.
Adicionalmente, dichas observaciones sugieren una mayor capacidad fagocitica por parte
de ésta.

Sumado a lo anterior, se observaron los cambios en la morfologia de la microglia en
cerebros de los ratones 5XFAD tratados, a través de inmunofluorescencias contra IBA1,
un marcador clasico y especifico de este tipo celular. Donde en los ratones tratados con la
C1l o el MpHA pudo observarse la presencia de microglia altamente ramificada, con
procesos largos y delgados que se localizaban alrededor de las placas, caracteristicas que
coinciden con el fenotipo DAM-2%. Por otro lado, en los animales sin tratamiento, la
microglia present0d cuerpos celulares mas grandes y menos ramificaciones, morfologia

coincidente con el fenotipo ameboide de una activacion clasica (Fig. 11).
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Figura 8. Efecto de dos combinaciones de compuestos derivados de M. parviflora sobre la
memoriay el aprendizaje en un modelo de la EA. A) composicion de las dos mezclas evaluadas
en ratones 5XFAD. B) Tabla de grupos experimentales formados por WT con vehiculo (WT/Veh; n=
9), 5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh; n= 9), WT con combinaciéon 1 (WT/C1; n= 9), 5XFAD con
combinacion 1 (5XFAD/C1; n=9), WT con combinaciéon 2 (WT/C2; n=9), 5XFAD con combinacién 2
(5XFAD/C2; n=8), WT con meloxicam (WT/Mel; n= 10), 5XFAD con meloxicam (5XFAD/Mel; n= 8),
WT con extracto hidroalcohdlico (WT/MpHA; n= 5), 5XFAD con extracto hidroalcohdlico
(5XFAD/MpHA; n= 5). C) esquema temporal de disefio experimental. D) Latencia de escape (s)
durante los cinco dias de aprendizaje de los grupos control. E) Area bajo la curva de las latencias de
escape de los diferentes grupos durante el periodo de aprendizaje. F) Latencia a la zona de la
plataforma durante la evaluacion de memoria. G) velocidad promedio de nado. H) Mapas de recorrido
representativos de cada grupo. Analisis estadistico, ANOVA de una via seguido de una posprueba
de Tukey *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 5XFAD administrados con el vehiculo (Veh).
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Figura 9. Efecto de dos combinaciones de compuestos derivados de M. parviflora sobre los
niveles de TNF e IL-1B en tejido de cerebro de ratones 5XFAD. WT con vehiculo (WT/Veh),
5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh), WT con combinacion 1 (WT/C1), 5XFAD con combinacion 1
(5XFAD/C1), WT con combinacion 2 (WT/C2), 5XFAD con combinacion 2 (5XFAD/C2), WT con
meloxicam (WT/Mel), 5XFAD con meloxicam (5XFAD/Mel), WT con extracto hidroalcohdlico
(WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcohdlico (5XFAD/MpHA). A) Niveles TNF y de B) IL-1B
determinados por ELISA. Analisis estadistico, ANOVA de una via seguido de una posprueba de
Bonferroni *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 5XFAD administrados con el vehiculo (Veh).
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Figura 10. Efecto de dos combinaciones de compuestos derivados de M. parviflora sobre el
fenotipo de la microglia de dos combinaciones de compuestos derivados de M. parviflora en
un modelo de la EA. Grupos: WT con vehiculo (WT/Veh), 5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh), WT
con combinacion 1 (WT/C1), 5XFAD con combinacion 1 (5XFAD/C1), WT con combinacion 2
(WT/C2), 5XFAD con combinacion 2 (5XFAD/C2), WT con meloxicam (WT/Mel), 5XFAD con
meloxicam (5XFAD/Mel), WT con extracto hidroalcohdlico (WT/MpHA), 5XFAD con extracto
hidroalcoholico (5XFAD/MpHA). Niveles de expresion de A) Tyrobp, B) Trem2 y C) CxCR3 medidos
através de g-PCR. Analisis estadistico, ANOVA de una via seguido de una posprueba de Bonferroni

*p < 0.05 vs. WT administrados con el vehiculo (Veh).
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Figura 11. Efecto de una combinacién de compuestos derivados de M. parviflora sobre la
morfologia de la microglia en un modelo de la EA. Grupos: WT con vehiculo (WT/Veh), 5XFAD
con vehiculo (5XFAD/veh), WT con combinacion 1 (WT/C1), 5XFAD con combinacion 1 (5XFAD/C1),
WT con meloxicam (WT/Mel), 5XFAD con meloxicam (5XFAD/Mel), WT con extracto hidroalcoholico
(WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcohélico (5XFAD/MpHA). Fotografias representativas (linea
de escala 70 um) de cada grupo con Tincién de Tioflavina-S (verde) mas inmunofluorescencia contra

Ibal (rojo) de hipocampo en cortes sagitales de cerebro.

6.3.4- Efecto de la combinacién 1 de compuestos presentes en M. parviflora sobre

la formacion de placas de p amiloide en un modelo murino de la EA

Finalmente, para determinar si el efecto positivo observado en las capacidades
cognitivas y en la modulacién en el estado de la microglia correlacionaban con una
disminucién en la deposicion del péptido 3 amiloide, se cuantificé la cantidad y el tamafo
de las placas de - amiloide presentes en el hipocampo y la corteza prefrontal de los
ratones (Fig. 12), dos zonas indispensables en el proceso de aprendizaje y memoria. Para
esto se realiz6 una tincidn con Tioflavina-S en cortes sagitales de cerebro, en los cuales,
como se esperaba, se observd que los animales 5XFAD presentan un gran ndmero de
placas en corteza prefrontal e hipocampo (Fig. 12 B). Sin embargo, la administracion de la
C1 o los controles Mel o MpHA, redujo su nimero de forma significativa (Fig. 12 B), y
aunque su tamafio promedio no disminuy6 (Fig. 12 C), el area total cubierta por placas, si

lo hizo en ambas zonas (Fig. 12 D).
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Figura 12. Efecto de la combinacién 1 de compuestos derivados de M. parviflora sobre la
deposicion del péptido B-amiloide en un modelo de la EA. Grupos: WT con vehiculo (WT/Veh),
5XFAD con vehiculo (5XFAD/Veh), WT con combinacion 1 (WT/C1), 5XFAD con combinacién 1
(5XFAD/C1), WT con meloxicam (WT/Mel), 5XFAD con meloxicam (5XFAD/Mel), WT con extracto
hidroalcohodlico (WT/MpHA), 5XFAD con extracto hidroalcoholico (5XFAD/MpHA). Tincidon con

Tioflavina-S en cortes sagitales de cerebro. A) Imagenes representativas de tinciones con Tioflavina-
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S en subiculo y corteza (linea de escala, 200 um). B) Ndamero y C) tamafio promedio de placas. D)
Area total cubierta por placas calculado usando el software Image J. Analisis estadistico, ANOVA de
una via seguido de una posprueba de Tukey *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs.
5XFAD administrados con el vehiculo (Veh).

6.4. Busqueda de posibles blancos moleculares para escopoletina y daucosterol,

mediante acoplamiento molecular

Nuestros resultados de la evaluacion de la C1 y C2 en el modelo 5XFAD nos indican
gue la C1 constituye una alternativa de posible tratamiento contra la EA. Por ello, y con el
objetivo de proponer un posible mecanismo a través del cual los componentes de la C1

ejercen su efecto protector, se realizaron experimentos de acoplamiento molecular.

Previamente, se ha sugerido la posible interaccién de Esc y el receptor nicotinico de
acetilcolina®®. Por otro lado, se ha reportado previamente que el MpDau aumenta los
niveles de IGF1, y probablemente a través de esto, ejerce su efecto farmacoldgico®” y
siendo el MpDauun esterol, podria tener afinidad por los receptores de estrégenos y de la
hormona tiroidea, los cuales se ha reportado anteriormente que modulan la expresién de
IGF1 y de Trem2% donde este Ultimo es indispensable para el fenotipo de la microglia

DAM-2 y aumenté en los cerebros de animales 5XFAD administrados con la C1.

En el caso de la Esc, se model6 su interaccién con los receptores nicotinicos de
acetilcolina 0432 y a7, sin presentar alta afinidad en ninguno de los casos comparado con
controles positivos como alfa lobelina, cocaina o galantamina®-"%; sin embargo, su afinidad
para los sitios de union utilizados (-6.5, -6.5, -6.1, -6.1, -6.4 Kcal/mol), fue cercana al del
acetilcolina (-5, -4.7, 4.5, -5.1, -4.6 Kcal/mol) su principal ligando fisioldgico, por lo que no
se descarta un efecto biolégico de la Esc sobre estos receptores (Fig. 13 A). Por otro lado,
para el caso del MpDau, se model6 su interaccion con el receptor de estrogenos alfa (ERa)
y el receptor de hormona tiroidea alfa y beta (THRa y THRp, respectivamente).
Descubrimos una afinidad de -8.8 kcal/mol para el ERa y una de -6.6 kcal/mol para el
THRa. Sin embargo, la interaccidon que mas vale la pena destacar es la del MpDau con el
THRB, ya que presenté una afinidad de -15 kcal/mol (Fig. 13 B), mostrando ademas

coincidencia de tamafio y forma entre el ligando y el sitio de union (Fig. 13 C).
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Figura 13. Modelo de interaccién ligando- receptor de daucosterol o escopoletina. Energia de
interacciébn modelada mediante acoplamiento molecular entre A) escopoletina y los receptores
nicotinicos a4B2 y a7 (tres diferentes sitios de unién); o B) daucosterol y receptor de estrégenos alfa
(Era) o receptor de hormona tiroidea alfa y beta (THRa y ). C) Imagen de modelo de la interaccion

entre daucosterol y THR.
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7.- DISCUSION

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa que, entre otras
cosas, lleva a la pérdida de las capacidades mentales. Esto afecta gravemente la calidad
de vida de pacientes y cuidadores, ya que genera gran incapacidad y dependencia?. Esta
enfermedad es la causa mas comln de demencia?, sin embargo, fue hasta hace pocos
afios que comenzd a saberse un poco mas sobre sus posibles causas y factores de riesgo.
A partir de esto, se observo que contrario a lo que antes se pensaba, el proceso inflamatorio
que se desarrolla, constituye un factor importante en su inicio y avance’. Por lo tanto,
condiciones que conllevan un proceso inflamatorio crénico, representan un factor de riesgo
importante para este padecimiento’®>”®. Con base en ésto, y no existiendo adn algin
medicamento que frene su desarrollo, actualmente se buscan alternativas de tratamiento
desde una aproximacién de modulacion del proceso inflamatorio”’2. Tal es el caso de este
proyecto, cuyo objetivo general fue proponer y evaluar en un modelo de la EA, una mezcla
especifica de compuestos farmacoldgicamente activos presentes en Malva parviflora.

Malva parviflora es una planta herbacea rica en flavonoides y compuestos
fendlicos**43; y con una importante actividad anti-inflamatoria y neuroprotectora ya
reportada?0:45464959 gy efecto neuroprotector ha sido determinado en diversos modelos
murinos de neuro-inflamacién y EA. Es importante destacar que en cada reporte se han
evaluado distintos extractos y una fraccion, los cuales, difieren de la parte de la planta y el
solvente utilizado; asi como su posterior procesamiento en el caso de la fraccion; por lo
gue cada uno de estos derivados de M.parviflora, posee una composicién quimica diferente

y debe estudiarse de forma individual.

Considerando lo anterior, en este proyecto se evalu6 la MpF10 para determinar su
efecto neuroprotector en un contexto de la EA. Para esto, se utilizaron los ratones 5XFAD,
los cuales, debido a sus inserciones genéticas, presentan placas amiloides y déficit
cognitivo desde edades tempranas. Los animales fueron administrados con la MpF10 o
con MpDau, uno de sus componentes principales. De manera interesante, previamente se
ha reportado que el MpDau posee actividad anti-inflamatoria a través de reducir la
traslocacion de NFkB al nucleo, inhibiendo la activacion del inflamasoma NLRP3".
También para MpDau se ha descrito anteriormente su efecto neuroprotector en un modelo
de isquemia/reperfusion en rata, de manera dependiente de IGF1°%’. Alrededor de los ocho

meses de edad, después de 24 semanas de administracion pudimos observar que la
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administracién de MpF10 o MpDau revierte el trastorno cognitivo que los animales 5XFAD

presentan a esta edad, lo cual mimetiza el efecto observado con el MpHA?°,

Por otro lado, pudo observarse que los animales 5XFAD desarrollan un
comportamiento tipo depresion, lo cual concuerda con lo que se ha reportado que ocurre
durante la EA, donde se estima que alrededor del 50% de pacientes presenta sintomas de
depresién. Esto se ha asociado con una disminucion de las neuronas 5-HT
(serotoninérgicas) y dopaminérgicas, asi como alteraciones en el sistema
glutamatérgico’ 6. Sin embargo, este comportamiento tiende a disminuir en los ratones
5XFAD al administrar el MpDau y disminuye de manera significativa cuando se utiliza la
MpF10 o el MpHA, alcanzando valores similares a los de los animales WT. Esto sugiere

gue dichos sistemas se reestablecen al menos parcialmente.

Ademas, los animales 5XFAD mostraron un aumento en su actividad motora, lo cual
se revierte con la administracién de la MpF10 y presenta una tendencia a disminuir para el
caso del MpDau y el MpHA. Sin embargo, pese a que los animales 5XFAD se desplazan
mas, su conducta exploratoria se encuentra inhibida y no se recupera mediante la
administracién de los tratamientos. En este sentido, se sabe que, durante la EA, entre otras
cosas, se produce la muerte de neuronas glutamatérgicas debido a una sobreexcitacion
inicial, a lo cual se le conoce como excitotoxicidad. Esta se ha relacionado a alteraciones
en el receptor de glutamato NMDA o al déficit de produccién de energia que se da
principalmente por alteraciones en la sefalizacién de insulina’ 8. Es de resaltar que el
glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SN, por lo que alteraciones en su
funcién, en el caso de los humanos, pueden llevar a trastornos psiquiatricos como
ansiedad, y en los animales podria impactar en su actividad motora’®®. Sin embargo, esta
relaciébn no esta claramente descrita aln, y probablemente es mas compleja que lo que
agui se expone, involucrando diferentes sistemas neuronales, pero podria explicar al

menos en parte, lo observado.

Por otro lado, los animales 5XFAD, mostraron niveles elevados de dos citocinas
proinflamatorias y una mayor cantidad de placas y de mayor tamafio en comparacion con
los animales WT; sin embargo, ambos parametros disminuyeron al administrar la MpF10,
el MpDau o el MpHA. En conjunto, estos datos demuestran el efecto antinflamatorio y
neuroprotector de estos tratamientos al disminuir los niveles de citosinas proinflamatorias

y promover la memoria y el aprendizaje. Cabe sefialar que en el caso del MpDau, ya se ha
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reportado anteriormente que aumenta los niveles de IGF1 y activa la via de sefializacion
de Akt en cultivos de neuronas corticales, protegiéndolas del dafio ocasionado por
privacion/reperfusion de oxigeno y glucosa®”8:, Ademads, este compuesto, reduce la
traslocacion nuclear de NFkB, lo que resulta en la inhibicion de la activacion del
inflamasoma NLRP3 en higado con dafio por alcohol”. Importantemente, ambas vias de
sefalizacién, se han reportado alteradas en el contexto de la EA. Por ejemplo, niveles bajos
de IGF1 se han asociado a un mayor riesgo de padecer la enfermedad®?; y, por otro lado,
la sefializacion por NFKB y NLRP3 se relacionan al desarrollo de neuroinflamacion y EA®,

por lo que inhibir esta via, resultaria benéfico en pacientes que la padezcan.

De acuerdo a lo anterior, resulta importante determinar como la administracién de
MpDau que conduce a un incremento de IGF1, a mayor activacion de la via de Akty a la
reduccion en la traslocacion de NFkB, tiene un impacto positivo en esta enfermedad. Por
otro lado, es de relevancia considerar, el momento de administracion del MpDau vy, por lo
tanto, la temporalidad de los eventos generados durante el desarrollo de la EA. Lo anterior,
debido a que, en etapas muy tempranas, un proceso inflamatorio agudo ayudaria a mitigar
las marcas de la enfermedad, pero una vez establecido una inflamacién croénica, ésto

contribuiria a potenciar el dafio observado en el padecimiento.

De cualquier manera, en este trabajo demostramos que la administraciéon de MpDau
es capaz de disminuir la inflamacion y la formacion de placas de A y con esto, mejorar el
estado cognitivo en ratones 5XFAD, posiblemente a través de modular los niveles de IGF1
o NFkB y NLRP3. Adicionalmente, basandonos en los resultados obtenidos en el
comportamiento tipo depresién en los animales, podriamos pensar que el MpDau protege
la integridad neuronal general a través de la modulacién del estado inflamatorio. Sin
embargo, la MpF10, ademas de contener MpDau, posee otros compuestos, que podrian
ayudar a mejorar este comportamiento, probablemente al actuar directamente sobre el
sistema serotoninérgico, dopaminérgico o glutamatérgico; o bien potenciando el efecto del

MpDau, aumentando su biodisponibilidad.

Por otro lado, la composicion quimica compleja que representa un extracto o fraccion
dificulta su completa caracterizacién. Por lo tanto, en este trabajo se busco determinar una
combinacién especifica de compuestos provenientes de M. parviflora; que mediante una
interaccion farmacolégica aditiva o sinérgica lograran recapitular el efecto anti-inflamatorio

y neuroprotector ejercido por el MpHA o el MpF10 en el contexto de la EA. Para esto, se
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determinaron las interacciones farmacolégicas de cinco compuestos biolégicamente
activos presentes en esta planta en la linea celular RAW-Blue, la cual constituye un modelo
de inflamacion relativamente sencillo que permite la evaluacion simultanea de diversas
condiciones.

Para la determinacion de las interacciones farmacolégicas, se seleccionaron cinco
compuestos encontrados anteriormente en M. parviflora: (Esc, Tili, AO, AU y MpDau?°40:5%),
los cuales, poseen de manera individual, reportes de su actividad anti-inflamatoria o
neuroprotectora en diversos contextos?:53.88.89.57.67.74.81.84-87 = A |os compuestos se les
determiné su eficacia y potencia (Emax y CEsg), de ellos, los mas efectivos fueron Tili y
Esc. Por otra parte, los de mayor potencia fueron Esc y MpDau, logrando un efecto 50
desde concentraciones de 3 y 5 pg/ml aproximadamente (Esc, 15.82 uM; Dau, 9.34 uM);
mientras que extractos o fracciones de esta misma planta necesitan concentraciones 10 o

hasta 100 veces mayores para lograr el 50% de su Emax?°°°,

Posteriormente, con base en la CEsy calculada para cada compuesto, se
determinaron los rangos de concentracion a utilizar para las interacciones farmacologicas,
lo cual se hizo mediante un analisis de desplazamiento de la curva y uno de tipo
isobolograma. De esta manera, se determinaron diferentes tipos de interacciones entre los
compuestos, la sub-aditiva, la aditiva y la sinérgica. La sub-aditiva o antagonista, se
identifico ya que el efecto observado es menor al efecto calculado teéricamente; el cual se
obtiene, mediante la suma del efecto individual de cada componente. También
encontramos interaccién aditiva, en la cual, el efecto es igual o muy cercano al calculado,
y la sinérgica, donde se observa un efecto mayor al esperado. En este sentido, resulta de
gran interés las interacciones aditivas o sinérgicas, ya que pueden lograr un mayor efecto
con dosis menores. Esto implica en términos generales, menores efectos adversos.
Ademas, observar un efecto sinérgico en estas condiciones, podria sugerir que las

moléculas evaluadas tienen blancos moleculares distintos.

Como resultado de estos experimentos, se determind que el MpDau y la Esc
presentan una interaccion de tipo sinérgica, ya que exhiben un mayor efecto que el
calculado de forma tedrica. De las diferentes concentraciones utilizadas con dichos
compuestos, la que presenté un mayor efecto (110.87%) fue la de 1.95 uM de Esc, mas
21.66 pM de Dau. Posteriormente, se buscO enriquecer esta mezcla con un tercer

compuesto. Con base en lo reportado previamente, donde se identificé6 al AO como un
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modulador del estado de activaciéon de la microglia®®, se generaron dos combinaciones
para su evaluacion en el modelo murino de EA. La C1 estuvo compuesta de Esc y de
MpDau, mientras que la C2 estuvo conformada por Esc, MpDau y AO. De manera
interesante, la C1 mostré un efecto inmunomodulador y neuroprotector en el modelo
5XFAD. Este efecto fue similar al observado con el MpHAZ’. Sumado a esto, con base en
nuestros resultados, el efecto neuroprotector de la Cl, es a través de disminuir la

neuroinflamacion mediada por IL-18 y TNF.

Recientemente, se ha descrito un fenotipo de la microglia DAM, la cual, se sabe que
transita desde un fenotipo “homeostatico” a un fenotipo DAM-1 y posteriormente a uno
DAM-2, este ultimo, dependiente de Trem-2, receptor de células mieloides relacionado a
fagocitosis. De esta forma, la microglia adopta su fenotipo DAM-2 como un mecanismo
protector que busca contener o remover el dafio neuronal. Sin embargo, se ha propuesto
que, durante el curso de la enfermedad, la microglia se establece en un fenotipo DAM-1
que contribuye al ambiente neuroinflamatorio®. Estudios de transcriptoma de célula Gnica,
indican que los estadios DAM se caracterizan por marcas gendémicas especificas®. En el
caso del fenotipo DAM-2 se han identificado a Trem2 y Tyrobp (proteina adaptadora de
Trem-2) como parte de las marcas transcripcionales de este fenotipo.

De manera interesante, bajo nuestras condiciones experimentales, observamos un
aumento en la microglia DAM-2 en los animales tratados con la C1 y el MpHA. Observamos
una microglia altamente ramificada, con procesos largos y delgados que se localizan
alrededor de las placas de péptido BA. Esto correlaciona con un menor nimero de placas
en la corteza e hipocampo de los animales 5XFAD tratados con C1. Congruente con esto,
se ha reportado anteriormente que el MpHA es capaz de modificar el fenotipo de la
microglia en el contexto de la EA, disminuyendo un fenotipo pro-inflamatorio, a la vez que
favorece uno con mayor capacidad fagocitica. Esto resulta en la disminucién en la
deposicion del péptido BA y una mejor capacidad cognitiva en animales 5XFAD?. Con base
en lo anterior, concluimos que la C1 representa una combinacién de compuestos con
interaccion sinérgica con propiedades anti-inflamatorias y neuroprotectoras, ya que mejora
los parametros cognitivos y disminuye la deposicion de placas de péptido PBA,
probablemente, a través de modular el fenotipo de la microglia hacia un fenotipo DAM-2

con alta capacidad fagocitica.
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En este contexto, y con el objetivo de proponer un posible mecanismo a través del
cual los componentes de la Cl ejercen su efecto neuroprotector, se realizaron
experimentos de acoplamiento molecular con posibles blancos para cada componente de
acuerdo con la literatura. A partir de estos analisis, observamos que Esc, que se ha
propuesto como agonista de los receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR a4B2y a7)%8,
no presenta una alta afinidad. Estos receptores son indispensables tanto para procesos
cognitivos (aprendizaje y la memaoria), como para activar la via anti-inflamatoria colinérgica.
Sin embargo, pese a la baja afinidad entre Esc y los nAChR, no se descarta una posible
actividad biolégica sobre estos receptores. Esto, ya que la afinidad se determina por la
constante de asociacion y la de disociacion, las cuales influiran en el tiempo que el receptor
se mantenga activo. En el caso de los nAChR, este tiempo no debe ser muy prolongado,
ya que estos receptores forman canales que a la llegada de la acetilcolina (su principal
ligando y neurotransmisor) se abren para ejercer su efecto, permitiendo el paso de iones y
la despolarizacién de la membrana. Dichos cambios deben durar un tiempo determinado,
ya que, si el canal se mantiene abierto mas tiempo del requerido, podria afectar gravemente
ala célula. Es por esto, por lo que probablemente la velocidad de disociacion (y por lo tanto
su constante) debe ser alta, para que el canal regrese a su estado basal rapidamente;
reflejando asi, una afinidad mas baja. Ejemplo de esto, es la acetilcolina, ligando principal
de los nAChR, la cual presenta afinidades cercanas a -5, Kcal/mol en los experimentos de
acoplamiento molecular realizados; y probablemente en un caso similar, la Esc, con
afinidades cercanas a -6 en el mismo experimento. De cualquier forma, la realizacion de

experimentos in vitro e in vivo resultan necesarios para comprobar o descartar dicho efecto.

En el caso de MpDau, se model6 su interaccion con el receptor de estrégenos alfa
(ERa) y los receptores nucleares alfa y beta de la hormona tiroidea (THRa y THR},
respectivamente), encontrando una fuerte afinidad por los dos ultimos, pero principalmente
para el THRB. Nuestro analisis mostrd, ademas, una coincidencia de tamafio y forma entre
el ligando y el sitio de union, lo que sugiere al MpDau como un posible ligando de THR.

Sin embargo, se requieren ensayos in vitro o in vivo para confirmar esta hipotesis.

Se ha establecido que varios metabolitos secundarios pueden actuar de manera
simultanea sobre diferentes blancos®. En el caso de los ligandos analizados en este
estudio, su potencial efecto bioldgico sobre los receptores propuestos podria explicar, al
menos parcialmente, el mecanismo mediante el cual la C1 ejerce su efecto neuroprotector

en los animales 5XFAD. Por un lado, se sugiere que la Esc funcione como agonista de



61

nAChR®8, promoviendo la sefializacién colinérgica que es crucial en procesos cognitivos
como el aprendizaje y la memoria®t. Ademas, la Esc podria desempeiar un papel
inmunomodulador al promover la via colinérgica anti-inflamatoria a través del receptor a7,
Por otro lado, debido a la alta afinidad modelada del MpDau por el THR, se postula que
este compuesto podria unirse a dicho receptor e inducir la expresion de sus genes blanco,
entre ellos TREM2%. De manera similar, bajo nuestras condiciones experimentales, la
expresion de TREM2, aumentd al administrar la C1 a los ratones 5XFAD. El aumento en la
transcripcién de Trem2, probablemente llevé a su vez a incrementar la cantidad de receptor
disponible, promoviendo una mayor expresion de los genes que regula a través de sus
adaptares como Tyrobp. Dentro de los genes regulados por Trem-2 y sus adaptadores, se
encuentra IGF1 entre varios otros®. Interesantemente, se ha reportado que la
administracion de MpDau es capaz de aumentar los niveles de IGF1%, lo cual, podria ser

parte de la via a través de la cual ejerce su efecto neuroprotector e inmunomodulador.

La C1 propuesta en este proyecto podria representar un potencial farmaco o terapia
combinada con actividad sinérgica entre sus componentes. Esta combinacion podria
ofrecer una alternativa con pocos efectos adversos y una gran potencia farmacoldgica, al
abordar diversos aspectos fisiopatol6gicos implicados en la EA. Dicha aproximacion resulta
de gran interés para enfermedades complejas y multifactoriales como lo es la EA, ya que
esta involucra varias vias de sefializacion dentro de su fisiopatologia. Por lo tanto, una
estrategia que contempla diversos blancos y mecanismos de accién, podria ser un
abordaje mas integral con mejores resultados. Al retrasar el progreso de la EA, este tipo
de terapia podria mejorar significativamente la calidad de vida de los pacientes y sus
cuidadores. Sin embargo, es importante evaluar el efecto de C1 a través de ensayos
preclinicos y clinicos que exploren su farmacocinética y farmacodinamia para garantizar y

mejorar la seguridad y eficacia de esta terapia.

Actualmente, son limitadas las propuestas para tratar la EA que buscan una
aproximacion combinada, apuntando a diversos blancos moleculares a la vez. Algunos
ejemplos de ellas son: la combinacion de memantina mas donezepil; galantamina mas
memantina; donezepil mas cerebrolysin y PBT2 més inhibidores de la acetilcolinesterasa.
Sin embargo, aunque estas combinaciones muestran resultados prometedores en los

parametros evaluados, es necesario profundizar en su estudio’ %497,
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Este estudio presenta resultados prometedores sobre los efectos neuroprotectores y
antiinflamatorios de Malva parviflora, asi como sobre la funcién cognitiva en ratones
5XFAD. La combinacién de los compuestos analizados en esta investigacion muestra un
efecto sinérgico en su actividad anti-inflamatoria tanto en un modelo in vitro como en
ratones 5XFAD, mejorando parametros cognitivos y reduciendo la deposicién de placas de
péptido BA. Ademas, los resultados sugieren un cambio en el fenotipo de la microglia hacia

un estado anti-inflamatorio.

Es fundamental destacar que, el desarrollo de terapias para enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer, es un campo desafiante y crucial. Los enfoques
multifacéticos y los compuestos sinérgicos pueden ofrecer nuevas perspectivas en la
busqueda de tratamientos efectivos. Sin embargo, se requiere una cuidadosa evaluacién
a través de ensayos preclinicos y clinicos para validar la seguridad y eficacia de estas

terapias potenciales.
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Figura 14. Posibles blancos moleculares de C1. A) Receptor de hormona tiroidea (THRa/8) como
posible blanco molecular de daucosterol y B) Receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) como
posible blanco molecular de escopoletina a través de los cuales ejercen su efecto inmunomodulador

y neuroprotector.
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8.- CONCLUSIONES

La fraccion MpF10, exhibe un efecto neuroprotector en el modelo murino 5XFAD.
Esta fraccion es capaz de revertir el deterioro cognitivo observado en los animales 5XFAD.
Ademas, reduce significativamente el comportamiento tipo depresion desarrollado por
estos animales, al mismo tiempo que normaliza su actividad motora. Estos efectos parecen
estar, al menos en parte, mediados por la disminucion del estado inflamatorio y la cantidad

de placas de péptido BA en el cerebro.

El MpDau presenta un efecto neuroprotector e inmunomodulador en un modelo
murino de la EA, revirtiendo el deterioro cognitivo en los animales 5XFAD y reduciendo el

estado inflamatorio y la cantidad de placas de péptido BA en el cerebro.

El MpDau y la Esc mostraron una interaccion sinérgica al disminuir la activacion de
NFkB y AP1 en la linea celular RAW-Blue, ya que esta interaccidon mostré un efecto mayor
al calculado tedricamente. Esto sugiere la posibilidad de lograr un mayor impacto con dosis

menores, lo que, en términos generales, podria resultar en menores efectos adversos.

La C1 compuesta por Esc y MpDau, mostré tener un efecto neuroprotector en el
modelo murino de la EA. Este efecto se atribuye, al menos en parte, a su actividad
inmunomoduladora, ya que reduce el estado inflamatorio en el cerebro y promueve el
fenotipo DAM2 de microglia, caracterizado por su alta capacidad fagocitica. Proponemos

gue esto conlleva a una disminucion en la deposicion del péptido BA.

Se proponen los receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR) como posibles
blancos moleculares de la Esc, ya que a pesar de que la afinidad modelada no es muy alta,

es cercana a la del principal ligando biolégico de estos receptores, la acetilcolina.

Se sugiere que THRP es blanco molecular del MpDau. Esto con base en
experimentos de modelado por acoplamiento molecular, que muestran una alta afinidad
hacia este receptor, junto con una coincidencia de tamafio y forma entre el ligando y el sitio

de unién.
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9.- PERSPECTIVAS

La C1 podria representar una alternativa de tratamiento para la EA con pocos efectos
adversos y gran potencia, gracias a su interaccion sinérgica y actividad inmunomoduladora
y neuroprotectora. Por lo tanto, resulta de gran interés continuar con su evaluacion y

desarrollo. Se sugiere la realizacién de ensayos preclinicos y clinicos, incluyendo:

a) Ensayos completos de toxicidad incluyendo pruebas de funcionamiento hepético,
renal y genotoxicidad para confirmar su seguridad; asi como, ensayos de farmacocinética
para determinar la velocidad de absorcién, biodisponibilidad, tiempo de vida media, tiempo

y via de aclaramiento.
b) Ensayos clinicos para evaluar la seguridad y actividad farmacolégica en humanos.

c) Experimentos in vitro para confirmar o descartar los blancos moleculares
propuestos, asi como investigar otras vias de accién que podrian estar mejorando los

parametros asociados a la EA, como la modificacion en la microbiota intestinal.

d) Evaluacion farmacoldgica de los compuestos evaluados encapsulados o con
modificaciones moleculares que mejoren su farmacocinética o farmacodinamia y permitan
una mayor disponibilidad en el sitio de accion o mayor afinidad hacia sus blancos

moleculares.
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