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RESUMEN. 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se 

caracteriza por pérdida progresiva de la memoria. El análisis histológico presenta 

marañas neurofibrilares (la proteína tau está hiperfosforilada), placas neuríticas 

(depósitos extracelulares de amiloide-beta), neuritas distróficas y astrocitosis 

reactiva. Esta última, debido al proceso inflamatorio que provoca el depósito del 

amiloide-beta (Aβ). Se sabe que el Aβ es tóxico o trófico. La toxicidad depende de 

la agregación del péptido, cuando se administra tanto in vivo como in vitro. Por 

otra parte, se proponen mecanismos de regeneración neuronal y dendrítica en la 

EA. Por lo tanto los mecanismos de compensación de la muerte neuronal masiva 

están ligados a la activación de factores tróficos y de crecimiento neuronal. De 

esta manera, se encuentra aumentada la expresión de proteínas sinápticas y de 

factores tróficos. Adicionalmente, el proceso de plasticidad neuronal está ligado a 

la expresión de moléculas de adhesión en cerebros con la EA. Se sabe que, la 

plasticidad que se observa en la EA está relacionada con la expresión de 

proteínas que regulan el crecimiento neuronal y se desconoce la expresión de 

factores tróficos y, cómo estos favorecen el proceso de plasticidad reactiva. Por lo 

tanto, los objetivos de este trabajo fueron: evaluar el efecto trófico de la fracción 

25-35 del Aβ (Aβ25-35), así como la expresión de moléculas de adhesión, 

crecimiento y proliferación, tanto in vivo como in vitro. Se cultivaron células C6, 

con dosis crecientes del Aβ25-35 y se dejaron incubar a diferentes tiempos. 

Posteriormente, las células fueron fijadas procesadas para la inmunocitoquímica 

con anticuerpos para claudinas 1, 4, 7 y 9; lectinas MRL y SNA; CD105 y factor 

von Willebrand, se observaron al microscopio y capturó la imagen. Por otro lado, 

se utilizaron ratas Wistar macho adultas, se hizo la microinyección por cirugía 

estereotáxica del Aβ25-35 en el hipocampo. Los animales fueron sacrificados a las 

8, 24, 360 y 720 horas. Se disecó y se procesó el cerebro para realizar el análisis 

inmunohistoquímico contra la proteína glial fibrilar ácida y revelada con peroxidasa 

de rábano. Se contaron los astrocitos reactivos con un sistema de medición 

computarizado. Los resultados del tejido se graficaron y se expresaron como 

media y error estándar. Los ensayos in vitro mostraron que a las 72 horas, las 
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células crecieron de tal forma que formaron cúmulos o “colonias” que, a la 

concentración mayor del péptido se formaron “conductos”. La claudina-1 fue 

positiva levemente; las claudinas 4, 7 y 9 fueron muy positivas a la concentración 

mayor del péptido; la CD105 y el factor von Willebrand fueron positivos respecto a 

su grupo control. Por otro lado, en el hipocampo de la rata el Aβ25-35 no se 

observó efecto trófico. Se concluye que el efecto trófico del Aβ25-35, en el modelo 

in vitro fue a las 72 horas de incubación, debido a la formación de “colonias” y a la 

expresión de las moléculas de adhesión y crecimiento. 
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ABSTRACT. 

 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that presents deposits of 

beta amyloid in the cerebral cortex. Experimentally, beta amyloid may be both, 

trophic or toxic. However the plasticity observed in the AD is related with the 

expression of neuronal growth proteins. The expression of trophic factors and how 

these support the process of reactive plasticity is unknown. The aim of this study 

was to evaluate the trophic effects of β-amyloid, as well as expression of adhesion, 

growth and proliferation molecules on C6 cells incubated in vitro. Beta amyloid was 

added in increased concentrations on C6 cells and these were incubated in 

different times; claudins 1, 4, 7 and 9, lectins MRL and SNA, CD105 and von 

Willebrand factor were identified with immunostaining technique. The trophic effect 

of beta amyloid occurred 72 hours after. Clusters of cells were observed and these 

eventually formed colonies with structures like ducts. The claudins expression was 

observed only at higher concentration; CD105 and von Willebrand factor were also 

expressed only at higher concentration. On the other hand, beta amyloid was 

microinjected into the male Wistar rats hippocampus. The animals were sacrificed 

at different times and the brain was processed with  immunostaining technique for 

glial fibrillary acidic protein. The astrocytes number was counted with a 

computerized measuring system; the number of astrocytes was expressed as 

mean plus standard error. The administration of beta amyloid did not produce 

trophic effects in rat’s hippocampus. We conclude that the trophic effect of beta 

amyloid only was seen at 72 hours after and, both trophic and angiogenesis factors 

were expressed in our cellular system. 
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INTRODUCCIÓN. 
 
Enfermedad de Alzheimer. 
La enfermedad de Alzheimer (EA), es un desorden neurodegenerativo y 

progresivo con deterioro en la memoria de corto plazo. Fue descrita en 1906 por 

Alois Alzheimer en una paciente de 51 años que cursaba con un cuadro clínico de 

delirio celotípico, deterioro progresivo de la memoria y finalmente desarrolló un 

cuadro de demencia con desorientación, afasia, apraxia, agnosia e incapacidad 

para realizar actividades de la vida diaria. Esta paciente murió a los 56 años de 

edad en un estado de demencia severo1,2fig 1. 

 

 
Figura 1.- Fotografía de la paciente que atendió Alois Alzheimer.  
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Definición de la Enfermedad de Alzheimer. 
La Clasificación Internacional de las Enfermedades define a la EA, como un 

síndrome debido a una enfermedad del cerebro, generalmente de naturaleza 

crónica o progresiva, en la que hay déficit de múltiples funciones corticales 

superiores que repercuten en la actividad cotidiana del enfermo3. Clínicamente, la 

EA se define como un síndrome neurodegenerativo caracterizado por una serie de 

anormalidades que afectan selectivamente regiones neuronales específicas tales 

como: neocorteza, área entorrinal, hipocampo, amígdala, núcleo basal, tálamo 

anterior y varios núcleos monoaminérgicos del tallo cerebral (locus coerules y 

rafé). También hay un declive en el funcionamiento intelectual que abarca 

funciones como la memoria, el lenguaje, las praxias, las gnosias así como las 

funciones ejecutivas y que con el paso del tiempo genera una pérdida o deterioro 

global en cada uno de los procesos cognitivos4,1 Fig. 2. 

 
Figura 2.- Esquema de las regiones afectadas durante el desarrollo de la enfermedad de 
Alzheimer. Corteza frontal (rojo), hipocampo (verde), lóbulo parietal (azul). 
 
Es importante mencionar que el diagnóstico de la EA se realiza por exclusión de 

otras patologías, utilizando criterios establecidos en DSM-IV, ICD-10 y NINCDS-

ADRA, realizándose la confirmación del diagnóstico mediante el examen 

neuropatológico y en base a los criterios del CERAD5. 
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Formas de presentación de la EA. 
La EA se manifiesta en diversas formas, según la edad de inicio se denomina 

como presenil de inicio precoz, generalmente con clara relación familiar; comienza 

antes de los 65 años, es de curso muy rápido y constituye del 5 al 10 % de los 

casos. La senil o de inicio tardío, aparece después de los 65 años por lo general 

es espontánea y de curso lento. Este tipo representa más del 90 al 95 % de los 

casos. Cuando la causa es genética (familiar) coincide en la mayoría de los casos 

con la EA presenil. Este tipo se debe, principalmente a mutaciones en el gen de la 

proteína precursora del Aβ; el gen de las PS1 y PS2. La segunda forma de EA es 

la esporádica, la cual coincide generalmente con los casos de EA senil, comienza 

en personas mayores de 65 años y es el tipo más frecuente. Su causa es aún 

desconocida, aunque se han descrito distintos factores genéticos que aumentan el 

riesgo de padecer la enfermedad como es la presencia de la ApoE42. Fig. 3 

 

Genes relacionados con la EAGenes relacionados con la EA
GenGenGenGen Tipo de

Herencia
Tipo de

Herencia
Tipo deTipo de

HerenciaHerencia
UbicaciónUbicaciónUbicaciónUbicación Edad de

inicio
Edad de

inicio
Edad deEdad de

inicioinicio
Relación causal C/RRelación causal C/RRelación causal C/RRelación causal C/R

PPAßPPAßPPAßPPAß

PS1PS1PS1PS1

PS2PS2PS2PS2

ApoEApoEApoEApoE

CO-I y IICO-I y IICO-I y II

OtrosOtrosOtros

21q21.221q21.221q21.221q21.2

14q24.314q24.314q24.314q24.3

1q42.11q42.11q42.11q42.1

19q13.219q13.219q13.219q13.2

mtDNAmtmtDNADNA

12, 3, 4,
6, 9 y 13
12, 3, 4,12, 3, 4,

6, 9 y 136, 9 y 13

H. A. D.H. A. D.H. A. D.H. A. D.

Polimof.Polimof.Polimof.Polimof.

H. M.H. M.H. M.

Polim. o
 H. A. D.
Polim. oPolim. o
 H. A. D. H. A. D.

35-5035-5035-5035-50

28-6028-6028-6028-60

35-8235-8235-8235-82

60-8560-8560-8560-85

60-8560-8560-85

Tardío,
en gral.
Tardío,Tardío,
en gral.en gral.

Si, ↑ßA, ↓PPAs, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 
Si, ↑ßA, ↓PPAs, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 
SiSi, , ↑↑ßA, ßA, ↓↓PPAPPAss, ↑, ↑ROSROS
y alteración del Ca2y alteración del Ca2++  

Si, ↑ßA42, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 

Si, ↑ßA42, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 

SiSi, , ↑↑ßAßA4242, ↑, ↑ROSROS
y alteración del Ca2y alteración del Ca2++  

Si, ↑ßA42, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 

Si, ↑ßA42, ↑ROS
y alteración del Ca2+ 

SiSi, , ↑↑ßAßA4242, ↑, ↑ROSROS
y alteración del Ca2y alteración del Ca2++  

No, Unión a ßA y Tau No, Unión a ßA y Tau NoNo, Unión a ßA, Unión a ßA  y Tau y Tau 

No, estres oxidativo y
 ↓ de energía disponible
NoNo, estres oxidativo y, estres oxidativo y

  ↓ ↓ de energía disponiblede energía disponible

No y si, desconocidoNo No yy  sisi, desconocido, desconocido

H. A. D.H. A. D.H. A. D.H. A. D.

H. A. D.H. A. D.H. A. D.H. A. D.

 
Figura 3. Formas de presentación de la EA. Se esquematiza aquí las dos formas de 
presentación de la EA. La EA familiar en donde se describe los diferentes genes 
involucrados y su herencia de tipo autosómico dominante. Se describe también la 
participación del gen de la ApoE como factor de riesgo. Y las mutaciones recientemente 
descritas en otros genes cuya relación con la EA aún no esta bien establecida.  
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Epidemiología. 
Hoy en día la EA es un problema de salud pública. Se dice que es la forma más 

frecuente de demencia. Tan sólo en los Estados Unidos existen de 4 a 5 millones 

de personas que la padecen, siendo similar la incidencia de la EA en los países 

industrializados6. La EA, es considerada como la causa más frecuente de 

demencia en el mundo industrializado, siendo responsable del 50% al 70% del 

total de los casos. Afecta a uno de cada tres individuos por encima de los 85 

años7,8. La EA tiene un incremento exponencial de la prevalencia con la edad, que 

se duplica cada 4.5 años, después de los 65 años. Hay una correlación entre el 

incremento de la prevalencia y la edad con un crecimiento mayor para el sexo 

femenino5. 

En México, la EA es un padecimiento que va en aumento. Se calcula que en 

nuestro país hay unos 600,000 casos de probable EA, aunque no todos están 

diagnosticados. Aún cuando en México no hay estadísticas precisas sobre el 

número de enfermos, se calcula que la frecuencia de este desorden aumenta a 

mayor edad, hasta llegar al 45 % de la población de 85 años en adelante9,10. 
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Factores de riesgo. 
Uno de los factores de riesgo más importante para que se desarrolle la EA es el 

genético. La apolipoproteína A4 es el principal factor de riesgo, entre otros, 

combinados con factores debido al envejecimiento, son suficientes para dicho 

desarrollo. Además, también contribuyen los factores ambientales. Otros factores 

importantes son los demográficos, como la edad, sexo, lugar de nacimiento, 

escolaridad. Los estudios de prevalencia demuestran un marcado efecto de la 

edad, estimándose que esta se duplica cada 5 años entre los 65 y los 80 años. 

Los antecedentes de traumatismo craneoencefálico con pérdida de conciencia 

duplican el riesgo de desarrollar la enfermedad11. 

 
Apolipoproteína E4. 
La herencia del alelo 4 de la apolipoproteína E (ApoE4), incrementa el riesgo de 

desarrollar la EA. Tanto en su forma familiar como esporádica, dicho alelo ha 

resultado ser el responsable del 40 al 50 % del riesgo de padecer la EA de inicio 

tardío. El gen que codifica la Apo E se localiza en el brazo largo del cromosoma 

19. Dicho gen posee tres variantes polimórficas o alelos (E2, E3, E4), de los 

cuales el más frecuente es el denominado E3, que constituye el 78% de los alelos 

presentes en la población caucásica, le sigue el alelo E4 (15% de la población 

caucásica), mientras que el alelo E2 es el menos frecuente (7% de la población 

caucásica)12 Fig. 4. La relación que existe entre la EA y el alelo E4 de la Apo E se 

describió como la frecuencia de aparición elevada de este alelo, en los casos 

familiares de inicio tardío, así como en los casos esporádicos, comparados con los 

controles tomados de la población normal13. 
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5'
44 66 193 860 pares de bases

760 1092 582
3'

exón 1 exón 2 exón 3 exón 4

N C
1 299

amino-
ácidos

112 158
alelo ε 2 Cys   Cys
alelo ε 3 Cys   Arg
alelo ε 4 Arg  Arg

Región de unión
a lípidos

Región de unión al
receptor de LDL (ApoB/E)

130 160

244 272

unión a Aß

Gen de la Apolipoproteína EGen de la Apolipoproteína EGen de la Apolipoproteína EGen de la Apolipoproteína EA)

B) Apolipoproteína EApolipoproteína EApolipoproteína EApolipoproteína E

R.G.V./96-97

5.5 kb en 19q13 .2
Alu Alu Alu Alu

 
Figura 4. Gen y proteína de ApoE. Esquema que representa el gen de la ApoE (A) donde se 
representan sus 4 exones, peso y ubicación en el cromosoma 19. En B se observa el 
esquema que representa a la proteína los sitios posibles a sustituirse (112 y 158) que dan 
origen a las tres isoformas. También se muestran los sitios a la LDL y la región de unión a 
lípidos. 
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Proteína precursora del amiloide β. 

La proteína precursora del amiloide β (APP), es una glicoproteína de membrana 

que pasa por el proceso de N y O-glicosilación durante su tráfico a través de la 

ruta secretora14; sufre 2 vías de procesamiento: la vía amiloidogénica y la no 

amiloidogénica, donde se genera el péptido amiloide. No se conoce la función 

precisa de la APP. Se menciona que sirve como un receptor ligado a proteínas G 

de la membrana, por medio de las cuales envía señales químicas al interior de las 

células15,16. Tiene un dominio transmembranal único, una porción intracitoplásmica 

pequeña y un dominio extracitoplásmico largo. Tiene una región hidrofóbica de 23 

residuos de aminoácidos, cerca de su extremo carboxilo terminal que le sirve para 

anclarse a la membrana. El dominio extracitoplásmico está sujeto a proteólisis 

parcial por la acción de las alfa, beta y gama-secretasas (α, β, γ-secretasas). El 

corte más frecuente se debe a la α-secretasa, y ocurre entre los aminoácidos 16 y 

17 de la región del Aβ, que libera un fragmento soluble grande (APPs-α) y deja 

anclado a la membrana un fragmento de 83 aminoácidos. Cuando el fragmento 

carboxilo terminal de 83 residuos es cortado por la γ-secretasa, se genera un 

fragmento pequeño de 3 kDa denominado p3. Esta es la vía no amiloidogénica. En 

la vía amiloidogénica la β-secretasa lleva a cabo el corte de la APP, liberando un 

fragmento soluble truncado (APPsβ) y deja anclado otro de 99 residuos de 

aminoácidos, sobre el cual el corte de la γ-secretasa genera el Aβ 17. Las 

mutaciones descritas se localizan cerca de los cortes producidos por las α, β, y γ-

secretasas. La producción y depósito de Aβ, especialmente el Aβ1-42, forman las 

placas neuríticas18. Debido a estas mutaciones, las tres isoformas mas estudiadas 

de la APP, contienen 671, 687 y 711 (o 713) residuos de aminoácidos19,20Fig. 5. 
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Figura 5. Esquema del precursor de la amiloide-ß. A) Diagrama que representa al precursor 
del amiloide-ß. Destacan la región Aß que corresponde a la secuencia de amiloide-ß 
enclavada en la membrana. B) Secuencia del amiloide-ß de 42 residuos. Resaltan los tres 
sitios de corte posible por enzimas secretasas y los sitios de mutaciones descritas 
(negritas). 
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Presenilinas. 
Las presenilinas 1 y 2 (PS1 y PS2) son proteínas de membrana politópicas, se 

expresan en la mayoría de los tipos celulares. Se localizan principalmente, en el 

retículo endoplásmico y el aparato de Golgi21,12. Sin embargo, se ha visto que las 

mutaciones en las PSs influencian al procesamiento de la APP, de manera que se 

incrementa la producción en los niveles de Aβ1-4222. Los genes de las PS1 y PS2, 

se localizan en los cromosomas 14 y 1 respectivamente y codifican para proteínas 

con múltiples dominios transmembranales y de gran homología y tiene una 

identidad del 62% de aminoácidos23. 



 13

Neuropatología de la EA. 
Cuando se analiza macroscópicamente el cerebro de un paciente que falleció 

debido a la EA, se encuentran alteraciones típicas como la atrofia cerebral 

generalmente simétrica y difusa de los giros cerebrales, lo que se hace evidente 

por la disminución del espesor de las circunvoluciones, aumento en la profundidad 

de los surcos, dilatación del sistema ventricular y disminución del peso y volumen 

cerebral, Fig 6.  

 
Figura 6.- En estas fotografías se muestra la alteración macroscópica del cerebro en la EA. 
Se aprecia la disminución de las circunvoluciones, debido a la muerte neuronal que ocurre 
durante la EA. 
 
 

La atrofía afecta a los lóbulos temporales, frontales, parietales u occipitales. El 

patrón de atrofia más común es el difuso, seguido por una combinación de atrofia 

fronto-temporal, frontal o temporal aisladas y en menor proporción puede haber un 

compromiso parieto-occipital. Las secciones a través de los hemisferios cerebrales 

revelan un adelgazamiento de la lámina cortical y dilatación simétrica del sistema 

ventricular. Los ganglios basales, diencéfalo, mesencéfalo y el tronco cerebral no 

muestran anormalidades notables24. 
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Las dos alteraciones microscópicas típicas de la EA son las placas neuríticas 

(PNs) y las marañas neurofibrilares (MNs) Fig. 7. Sin embargo, también se 

observan alteraciones que incluyen: la angiopatía amiloidea, la degeneración 

granulovacuolar, los cuerpos de Hirano, pérdida neuronal y sináptica y gliosis 

reactiva. 

 

 
Figura 7.- En estas fotografías se observan (A): las marañas neurofibrilares que se forman 
por la alteración en la fosforilación de la proteína tau y (B): las placas neuríticas, se observa 
el núcleo del Aβ que se fue depositando. La tinción usada en ambas estructuras es la 
técnica de Wielchoscky. Fotografías del Dr. Guevara. 
 
 

A B 
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Marañas neurofibrilares. 
Las marañas neurofibrilares (MNs), están formadas por la acumulación de la 

proteína tau hiperfosforilada Fig. 8. La tau es una proteína que se asocia a los 

microtúbulos que forman el citoesqueleto de las células. Se expresa 

principalmente en el sistema nervioso central (SNC). Tiene un papel central en la 

polimerización y estabilización de los microtúbulos y en el tráfico de los organelos 

a través de los axones y las dendritas25. 

 

 
Figura 8.- Microfotografía de una maraña neurofibrilar con doble marcaje: rojo tiazina y  
anticuerpo anti-tau. Se observa en color verde la proteína tau normal; la colocalización con 
rojo de tiazina y el anticuerpo muestran los filamentos hiperfosforilados. Colección personal 
del Dr. Guevara. 
 
El gen que codifica para la proteína tau se localiza en el cromosoma 17 (17q21). 

Es codificada por un gen que consiste de 16 exones y 100 kilobases26. Su 

expresión se regula por el procesamiento alternativo. Existen seis isoformas con 

longitudes variadas (352, 381, 410, 383, 412 y 441 aminoácidos) Fig. 9. Las tres 

primeras son las isoformas fetales y las otras tres son las isoformas que se 

encuentran en el adulto; la diferencia entre ellas radica en el número de dominios 
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repetidos que contienen27. Las isoformas en el SNC son generadas por el 

procesamiento alternativo de 11 exones. El procesamiento alternativo de los 

exones 2 (E2), 3 (E3) y 10 (E10) dan lugar a las 6 isoformas, las cuales van desde 

352 a 441 aminoácidos. Las isoformas difieren sí contienen 3 (tau-3L, tau-3S o 

tau-3: colectivamente 3R) o 4 (tau-4L, tau-4S o tau-4: colectivamente 4R), 

repetidos de unión a la tubulina, cada dominio repetido consta de 31 o 32 

aminoácidos localizado en el carboxilo-terminal. También difieren por la presencia 

de 1 o 2 insertos de 29 aminoácidos localizados en el amino terminal de la 

molécula si tienen 2 (tau-3L, tau-4L), uno (tau-3S, tau-4S) o ninguno (tau-3, tau-4). 

Las secuencias repetidas de unión a microtúbulos son codificadas por los exones 

9, 10, 11, o 1228. 
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Figura 9. Isoformas de la proteína tau. Este esquema representa las 6 diferentes isoformas 
de la proteína tau. Las regiones marcadas con R indican los dominios repetidos de la 
molécula que enlazan a los microtúbulos. Se representa el sitio E-391, donde la molécula se 
trunca. Finalmente se esquematiza la tau grande que es la isoforma completa de tau. Nótese 
el número de repetidos (R) en cada isoforma. 
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En el cerebro adulto, la proporción de las isoformas 3R-tau a 4R-tau es de 50%, 

pero tau-3L (o 4L), tau-3S (o 4S), y tau-3 (o 4) es cerca del 54%, 37% y 9%, 

respectivamente28,29. 
En el proceso de fosforilación anormal de la proteína tau y su consiguiente 

transformación a filamentos apareados helicoidalmente (FHA del inglés filaments 

helicoidal apared) intervienen dos mecanismos: hiperactivación de una cinasa e 

hipoactivación de fosforilasas. La proteína tau hiperfosforilada conduce a un 

ensamblaje y desensamblaje alterado de los microtúbulos, y también contribuye a 

una incorporación adicional de tau normal en filamentos anormales. La 

glicosilación no enzimática es otra vía que puede aumentar la fosforilación de tau 

anormal y la estabilización de filamentos ensamblados de forma anormal. Esta vía 

parece contribuir de forma importante a la insolubilidad de la MN. Existen MNs 

intracelulares y extracelulares y son fácilmente visibles por varias tinciones 

histoquímicas de impregnación argéntica24. Así mismo, se desarrollaron 

anticuerpos contra los sitios hiperfosforilados de la proteína tau y anticuerpos para 

el amiloide30,31. 
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Placas neuríticas. 
Las placas neuríticas (PNs) son lesiones del neurópilo, están constituidas 

principalmente por el depósito de Aβ. Son estructuras esféricas de 20 a 100 μm de 

diámetro, localizadas en el espacio extracelular, donde se desplazan hacía las 

terminaciones nerviosas y los procesos celulares gliales del neuropilo32,24 Fig. 10. 

Además del Aβ se han detectado otras sustancias en las PNs, que incluyen al 

amiloide sérico P, así como varias proteínas de fase aguda, factores de 

complemento, proteoglicanos, ApoE4 y citocinas33,19.  

 

 

Figura 10.-  Microfotografía de un placa neuritica. Se utilizó rojo tiazina y ant-β-amiloide. Se 
observa en rojo la proteína amiloide. 
 
Se han descrito varios subtipos de PNs en función del contenido relativo de 

amiloide, neuritas distróficas, células gliales o la presencia de capilar central: 

placas difusas, placas primitivas, placas neuríticas clásicas y placas quemadas34. 
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Las PNs clásicas, difusas y primitivas son más abundantes en la corteza, 

hipocampo y tálamo. En la corteza, las placas se distribuyen más densamente en 

la base de los giros. En el cerebelo hay placas difusas y clásicas en todas las 

capas corticales. Las PNs suelen ser más abundantes que las MN y más 

específicas para la EA 35,24,36. 
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Amiloide-β (Aβ). 

El Aβ es un péptido pequeño de 4 a 4.5 kDa, consiste de 39 a 43 residuos de 

aminoácidos. Su estructura es beta plegada laminar37,38. Es el producto del corte 

de la APP Fig. 11. Se deposita principalmente, en el hipocampo, en la corteza y en 

la microvasculatura cerebral. Por su estructura beta plegada, su conformación 

determina los efectos neurotóxicos39,40.  
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Figura 11.- Esquema simplificado para mostrar el procesamiento del fragmento del Aβ. 
 

Se han utilizado diversos fragmentos del péptido Aβ1-40 o Aβ1-42, para 

comprobar los efectos tóxicos, ya que se ha visto que algunos de estos 

fragmentos producen efectos neurotróficos, en cultivo de neuronas hipocampales 

a concentraciones nanomolares41,42. La agregación del Aβ determina su 

neurotoxicidad; en cultivo primario de neuronas de hipocampo Aβ1-42 y Aβ1-28 

sin incubar e incubados por un tiempo a una temperatura de 37°C, se mostró que 

los péptidos incubados son neurotoxicos43. La modulación del flujo de Ca2+ por el 

Aβ1-40, en neuronas corticales de rata, es dependiente del estado de agregación 
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del péptido44. En estudios in vitro, la toxicidad del Aβ es mediada por el amiloide 

en estado fibrilar. El Aβ agregado amorfo, no es tóxico, lo que indica que se 

requiere la formación de Aβ fibrilar45,46. 

No es claro el mecanismo por el cual el Aβ ejerce sus efectos neurotóxicos. Sin 

embargo, existen trabajos que sugieren que la alteración en la homeostasis del 

Ca2+ intracelular, modifica la actividad de la ATPasa de sodio y potasio (Na+/K+), 

provocando daño neuronal y muerte47,48. El uso de un sistema de bicapas de 

membrana; mostró que el Aβ forma canales debido a la interacción con la 

membrana49, y que esta interacción es la causa de la alteración de la homeostasis 

del Ca2+50,51. Los canales formados por el Aβ1-40, son de tamaño heterogéneo. 

Son independientes de voltaje y relativamente pobres en iones, permiten la 

entrada al Ca2+, Na+, K+, Cs+, Li- y Cl-. Estos son bloqueados reversiblemente por 

el Zn2+ e irreversiblemente por el aluminio. El rojo congo inhibe la formación del 

canal52. 

La fracción 25-35 (Aβ25-35) del Aβ, representa el dominio funcional del péptido 

completo. El Aβ25-35 consiste de la siguiente secuencia de 11 aminoácidos: NH2-

Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-ILe-ILe-Gly-Leu-Met-COOH53. El Aβ25-35 tiene efectos 

neurotóxicos y neurotróficos, los cuales dependen de la concentración y de la 

agregación54,55. 

Se ha observado que a bajas concentraciones el Aβ25-35 es neurotrófico en 

cultivo de neuronas hipocampales indiferenciadas y a concentraciones altas es 

neurotóxico en células diferenciadas. Los efectos del Aβ25-35 fueron mimetizados 

por los antagonistas de la taquicinina, un homólogo del péptido, y fueron revertidos 

completamente por agonistas de la taquicinina56. Aβ25-35 genera radicales libres 

en solución acuosa, estos radicales conducen al estrés oxidativo57. 

Se propone que el estrés oxidativo sea el mecanismo por el cual el Aβ ejerza su 

toxicidad58.  

El uso de antioxidantes previene la muerte celular de neuronas corticales de rata 

expuestas crónicamente al Aβ. Este tipo de tratamiento ejerce su efecto protector 

bajo ciertas condiciones del cultivo59. 
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La microinyección de los fragmentos de Aβ1-40, Aβ1-38 y Aβ25-35 en el cerebro 

de ratas, a diferentes concentraciones no muestra la patología relacionada a la 

EA60,61. Debido a la falta de un modelo animal de la EA como tal, se han 

desarrollado varios experimentos para probar el efecto tóxico del Aβ. Se separo el 

núcleo de amiloide de la placa neurítica de un cerebro humano con la EA, se 

inyectaron varios núcleos de amiloide, en el cerebro de ratas, observándose 

efectos neurotóxicos y favoreciendo la hiperfosforilación de la proteína tau, 

reconocida por la expresión del antígeno Alz50 característico en la EA62,cuando se 

aplico al cerebro de la rata. 

La microinyección del Aβ1-40 y del Aβ25-35 en la corteza de monos no mostró 

daño similar a la EA63. En ratones transgénicos se observó el mismo tipo de daño 

oxidativo que en la EA y la importancia de este daño correlacionó directamente 

con los depósitos de Aβ64. 

El Aβ provoca muerte celular por apoptosis o por necrosis y es dependiente del 

tipo celular65.  

Un modelo in vitro de placas amiloides fue desarrollado a partir de Aβ1-40 

agregado, el cual fue añadido al cultivo de células gliales y se observó la 

formación de agregados esféricos grandes rodeados de astrocitos y glia. Estos 

agregados se analizaron y se observó que están rodeados de los mismos 

componentes que las placas en la EA e incluyen la birrefringencia verde intensa 

bajo la luz polarizada con el rojo congo y la liberación de sustancias como el 

complejo de histocompatibilidad mayor de clase II e IL-1β66. Los experimentos con 

el hipocampo de ratas muestran que la falla de la potenciación a largo plazo (LTP), 

provocada por la administración de Aβ25-35 (nanomolar) es dependiente de la 

concentración y del tiempo67. 
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Inflamación en la EA. 
La inflamación es un proceso fisiológico protector localizado, inducido por una 

lesión o por la destrucción del tejido. Su función es destruir y diluir al agente 

tóxico, así como proteger al tejido que está siendo lesionado68. La respuesta 

inflamatoria en la EA se clasifica como una respuesta crónica contra los depósitos 

de Aβ e incluye la activación de la microglia la cual ataca a la placa neurítica y a la 

astroglia, que la rodea69. 

La activación contínua de la microglia en las PNs y en las MNs, provoca una 

respuesta inflamatoria persistente. Esta respuesta inflamatoria crónica y la 

respuesta del tejido en las lesiones de la EA apoyan la noción de que el proceso 

inflamatorio es una parte de la patología de la EA70 Fig. 12. 

 

 
Figura 12.- Esquema que representa la activación de los astrocitos por el Aβ y, la 
consiguiente liberación de factores pro-inflamatorios. 
 

El Aβ es un factor que desencadena la respuesta inflamatoria crónica en los 

cerebros de individuos afectados por la EA, dando lugar a la activación del sistema 

del complemento tanto por la vía clásica así como por la vía alterna, generando la 
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expresión y secreción de citocinas, interleucinas y proteínas de fase aguda y la 

secreción del Aβ71,72,73,74. 

Además de expresar moléculas del sistema del complemento, la microglia 

activada expresa moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad humano 

(MHCII), así como proteínas de fase aguda, que alteran la tasa de producción del 

Aβ. El primer componente de la ruta clásica del complemento es C1q, el cual 

acelera la génesis del Aβ llevando a la formación del complejo de ataque de 

membrana (MAC,C5b-9). Algunas de las citocinas (p. e. la interleucina 1β, IL-1β) 

influencian la expresión y metabolismo de la APP74. Los fármacos antiinflamatorios 

dirigidos al complemento, pueden retrasar el inicio de la demencia en la EA75,76. 

Los cultivos primarios de astrocitos humanos, expresan moléculas del sistema del 

complemento así como otras moléculas reguladoras de la ruta lítica. El 

complemento sinergisa con el Aβ, aumentando la neurotoxicidad. La microglia 

asociada a las placas expresa receptores del complemento tales como CR3 y 

CR4, los cuales se unen a la opsonina C3b, derivada del complemento, sobre la 

superficie celular blanco77,78,79. 

La región amino terminal del Aβ activa directamente al sistema del complemento 

por la vía clásica a través de la interacción con Cq1. La IL-1 promueve la síntesis y 

procesamiento de APP, mientras que APP produce un aumento en la producción 

de IL-1. La IL-6 modula la síntesis y la transcripción de la APP. Es mínima en la 

vida adulta y es fuertemente inducible en condiciones patológicas80.  

Otra interleucina asociada es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), el cual se 

encuentra aumentado en el líquido cefalorráquideo, en el suero y en la corteza 

cerebral de pacientes con la EA. También se encuentra en los cultivos de células 

gliales y en astrocitos después de la exposición con el Aβ. Los mecanismos de 

acción y los efectos neurofisiológicos del TNFα en la EA son controversiales 

debido a su doble función de citocina proinflamatoria y factor trófico81. El Aβ es un 

potente estimulador del factor nuclear kapa-B (NFκ-B), el cual aumenta la 

expresión de otros factores proinflamatorios; esta activación ocurre selectivamente 

a partir del dominio 2 de transactivación de p65 y la expresión de la síntasa del 
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oxido nítrico (iNOs) y la producción del oxido nítrico (NO), inducido por el Aβ a 

través de un mecanismo dependiente del NFκB82. 

La secreción del TNF-α y de glutamato por el Aβ, induce efectos sinérgicos de la 

muerte neuronal, requiriendo la actividad de la iNOS y la producción de 

peroxinitrito. La muerte celular requiere de la estimulación con ambos ligandos ya 

que ninguno produce pérdida neuronal por separado83. 

El Aβ induce a la glia a ser reactiva in vitro, ya que aumentan los niveles de 

proteoglicanos de condroitin sulfato; un inhibidor de la regeneración neuronal 

encontrado en la cicatriz glial84,85. 

La IL-1β sobrerregula la expresión de la proteína S100β (un factor neurotrófico) así 

como a la APP, in vitro. Esta expresión apoyó la idea de que la IL-1β en la EA 

dirige la sobreexpresión astrocítica de la proteína S100β, favoreciendo el 

crecimiento de neuritas distróficas necesarias para la evolución del depósito del 

Aβ86,69,87. 

Los estudios epidemiológicos indicaron que los pacientes que toman fármacos 

antiinflamatorios o sufren condiciones en las cuales los fármacos antiinflamatorios 

son usados de manera rutinaria, han disminuido el riesgo a desarrollar la EA88. 

Los astrocitos inhiben la producción de factores pro-apoptóticos por la microglia 

expuesta al Aβ89. 

En cultivo de astrocitos de rata, el Aβ oligomérico indujó niveles altos de la IL-1β, 

que diminuyeron con el tiempo. También, indujó niveles altos de la iNOs, NO y 

TNFα. El Aβ oligomérico, provocando una respuesta inflamatoria fuerte, mientras 

que el Aβ fibrilar mostró un incremento menor de los factores pro-inflamatorios90. 

Las proteínas de choque térmico (HSP) indujeron la activación microglial dando 

como resultado la producción de citocinas y la aclaración de Aβ. Se observaron los 

efectos de las HSP70, HSP90 y HSP32 sobre la producción de IL-6 y el TNFα y la 

fagocitosis de Aβ1-42 en la microglia de rata91. 
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Alteración de la Barrera Hemato Encefalica (BHE) en la EA. 
La BHE mantiene la homeostasis cerebral por la limitación de la entrada de 

sustancias tóxicas al SNC, a través de la interacción de las proteínas 

transmembranales e intracelulares que forman las uniones estrechas. 

Recientemente, se mostró que la BHE puede ser modulada por las patologías de 

las enfermedades92. 

 

 
Figura 13.-Esquema de la barrera hematoencefálica mostrando un acercamiento de las 
uniones estrechas, donde se localizan las claudinas. 
 

La disfunción en la BHE altera el sello de las uniones estrechas, complicando las 

enfermedades neurológicas, incluyendo al infarto y desordenes 

neuroinflamatorios93. Las uniones estrechas forman la barrera primaria que regula 

la difusión de fluidos, electrólitos y macromoléculas, a través de la ruta paracelular. 

Las claudinas son los componentes estructurales y funcionales de las uniones 
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estrechas. Forman una familia de más de 20 miembros y muestran diferentes 

patrones de expresión94. Las claudinas forman canales paracelulares y tienen un 

papel importante en la tumorogénesis95. 

Se detectaron a las claudinas-1 y 3, la ZO1 y la ocludina, pero no las claudinas-2, 

4 y 5 expresadas en el perineuro del nervio periférico de humano adulto. La 

ocludina, la ZO-1, la claudina-1, 3 y 5 se expresaron en el perineuro de humano en 

desarrollo. La claudina-1 estuvo ampliamente restringida a estructuras derivadas 

del perineuro en fetos de 11 semanas, mientras que la claudina-3 y la ocludina se 

expresaron débilmente en las estructuras perineurales a esta edad y adquirió una 

distribución perineural bien definida entre la semana fetal 22 y 35. La barrera de 

difusión perineural madura relativamente tarde, durante el desarrollo del nervio 

periférico humano96,97. 

La claudina-7, se expresó en el hipocampo pero no en la corteza. Durante el 

kindling amigdalino la claudina-8 fue poco regulada en el hipocampo. Este 

resultado enlazó por primera vez la modulación de la expresión de una proteína de 

la unión estrecha a una sincronización neuronal anormal que probablemente 

puede reflejarse en los cambios de la permeabilidad de la BHE o al edema98,99. 

En cultivo primario de astrocitos humanos se observó la expresión de la claudina-1 

después de aplicar la IL-1β. Se observó la pérdida en la expresión de la conexina-

43, proteína presente en las uniones gap de los astrocitos. La IL-1β reguló la 

expresión de la claudina-1, las uniones estrechas y las uniones gap fueron 

inversamente reguladas por esta citocina pro-inflamatoria100. 

El Aβ1-42 soluble presente en el plasma de pacientes con la EA, sugirió que hay 

un defecto en la BHE. La administración intravenosa de Aβ1-40 y Aβ1-42 a 

ratones mostró que el péptido atraviesa la BHE y que al cruzarla se unió de 

manera selectiva a neuronas y no a la glia101. 

La BHE es crítica para regular el transporte y la homeostasis de Aβ, a través de 

dos receptores, el receptor de la lipoproteína 1 de baja densidad (LRP1) y el 

receptor de los productos de glicación avanzada (RAGE)102. 

Mediante la construcción de anticuerpos dirigidos contra sistemas de transporte, 

se observó que el Aβ atraviesa a la BHE a una tasa de flujo muy lenta103. 
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El transporte del Aβ circulante que atraviesa la BHE contribuyó a la acumulación 

en el parénquima cerebral del amiloide en primates no humanos. El pool periférico 

y central del amiloide no estuvo separado de la BHE vascular en el sistema 

nervioso de primates104 
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Alteración neurovascular en la EA. 
La disfunción neurovascular contribuye al deterioro cognitivo y a la 

neurodegeneración en la EA. Se propuso la hipótesis del defecto en la aclaración 

del Aβ a través de la BHE, en la cual la angiogénesis aberrante inicia un 

desacople neurovascular, la regresión de vasos, la hipoperfusión cerebral y la 

inflamación vascular105. 

 

 
Figura 14.-Esquema que muestra las alteraciones de la unidad neurovascular en la 
enfermedad de Alzheimer (panel de la derecha). A) arteria; AIC) arteria intracerebral; C) 
capilar. 
 

La disminución en el depósito del Aβ fibrilar microvascular fue acompañado de la 

disminución de las células neuroinflamatorias asociadas a la microvasculatura y en 

los niveles de la IL-1β, en ratones transgénicos Tg-SwDI. La importancia del 

depósito del amiloide microvascular fue promover la neuroinflamación en las 

enfermedades donde se deposita el amiloide. El depósito de amiloide 

microvascular induce la neuroinflamación local en el ratón transgénico para la APP 

humana, en ausencia del depósito del amiloide fibrilar106. 
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Se atribuyó la falla de la BHE a la presencia del Aβ en las PN y en la 

microvasculatura cerebral107. 

 

Células gliales C6 y Aβ. 

A partir del establecimiento de la línea celular C6 de glioma de rata, ésta se ha 

usado para realizar modelos in vitro108. Se mostró que la línea C6 y otros tipos 

celulares secretan per se el Aβ109. El Aβ reguló la expresión de la proteína 

S100β con potencial trófico o tóxico110. El Aβ25-35 fue capaz de inducir la 

producción del oxido nítrico en presencia del TNFα o el interferon gama (ITNγ)111. 

Las células C6 mostraron características parecidas al glioblastoma multiforme de 

humanos. La inmunohistoquímica con el factor von Willebrand mostró que los 

tumores inducidos por estas células son altamente vascularizados, 110. Se observó 

que la toxicidad del Aβ en el cultivo de células C6, disminuyó con la aplicación del 

resveratrol, el cual tiene efectos antiinflamatorios112. La privación del suero al 

cultivo de células C6, provocó la alteración en el procesamiento alternativo de los 

exones 7, 8 y 15 de la APP113. El tratamiento con melatonina a diferentes 

concentraciones inhibió la apoptosis inducida por el Aβ25-35 o Aβ1-42 en el 

astrocitoma C6114.  
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JUSTIFICACIÓN  
La EA es un padecimiento neurodegenerativo que se caracteriza por la pérdida 

progresiva de la memoria. La EA es un problema de salud pública ya que afecta a 

más de 4 millones de personas en el mundo. El análisis histopatológico revela la 

presencia de lesiones que la definen. Tales lesiones son las marañas 

neurofibrilares y las placas neuríticas. Sin embargo, también está presente el 

componente de inflamación crónica, que se produce por el depósito del amiloide 

beta (componente central de la placa neurítica), en el tejido cerebral. La expresión 

de factores tróficos como las moléculas de adhesión o de crecimiento, debido a la 

astrocitosis reactiva observada en el tejido cerebral con la EA, sugieren la 

existencia de mecanismos de regeneración neurítica y neuronal. Estos 

mecanismos están ligados a la activación de la cascada de factores tróficos y de 

crecimiento neuronal en cerebros con la EA. Se sugiere que la diferenciación 

astrocitica esta afectada por la interacción de los factores tróficos, así como por 

los de la matriz celular con la que interactúa. Además, se ha observado que los 

procesos astrocíticos están asociados íntimamente a los contactos sinápticos, lo 

que sugiere que los astrocitos alteran la concentración de sustancias y iónes en la 

hendidura sináptica. 

Las evidencias señalan que, también están presentes las alteraciones de la 

barrera hematoencefálica y de la placa neurovascular. 

Por esta razón, es importante evaluar los efectos tróficos del amiloide beta en un 

modelo celular y correlacionarlo con el modelo in vivo. 

En el laboratorio se estandarizó el modelo de toxicidad en rata y el modelo en 

cultivo celular con células de la astroglia. Es necesario, seguir investigando la 

participación de las moléculas de adhesión, de crecimiento y de proliferación tanto 

en el modelo animal como en otras líneas celulares como las neuronales. 
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Objetivo general: 
 

Evaluar el efecto trófico del Aβ25-35 in vivo e in vitro. 

 

 

 

 

Objetivos particulares: 
 

-Caracterizar el efecto del Aβ25-35 sobre la expresión de moléculas de adhesión, 

tales como las claudinas 1, 4, 7 y 9. 

 

-Caracterizar el efecto Aβ25-35 sobre la expresión de factores angiogénicos como 

el factor von Willebrand y el CD105. 

 

-Caracterizar el efecto Aβ25-35 sobre la expresión de las lectinas como la 

Macrobranchium rossembergii (MRL) y Sambucus nigra (SNA). 

 

-Analizar el efecto trófico del Aβ25-35 en la activación glial a través de la 

astrocitosis reactiva en el hipocampo de rata. 
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HIPÓTESIS 
 
 
 

Sí se produce la activación astrocitica debido a que el Aβ25-35 induce cambios en 

la liberación de factores neurotróficos que incrementen el crecimiento, la 

proliferación y la diferenciación de las células gliales (C6), entonces se modificará 

la expresión de factores involucrados en la adhesión celular. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

Ensayo in vitro. 

Se realizó el cultivo a partir de un vial con 1X106 de células C6, las cuales se 

descongelaron y sembraron dejándolas crecer hasta obtener una confluencia de 

más del 80 %. Las células se lavaron con solución salina estéril. Para despegar a 

las células, se añadieron 800 μl de tripsina; se tiñeron con el azul tripano (SIGMA) 

y se contaron en la cámara de Neuvauer para sembrar 600 células/100 μl de 

medio, por pozo (las cámaras son de ocho pozos). Se dejaron crecer por 72 horas. 

El péptido fue incubado durante 24 horas, antes de añadirlo al cultivo, a 37°C en la 

incubadora con el fin de polimerizarlo. Para sembrar las células, en cada pozo se 

colocaron 300 μl de medio esencial modificado por Dubelco (DMEM) más suero 

fetal bovino (SFB) al 10 % con antibiótico  (10000 unidades de peneicilina más 10 

μg de estreptomicina) y los 100 μl de medio con las células; se ocuparon dos 

pozos para las células control, las cuales sólo contenían el medio DMEM con SFB 

al 10 % y se llevaron a 500 μl; a los 6 pozos restantes se añadieron las 

concentraciones crecientes (5, 10, 20, 50, 75 y 100 μM) de Aβ25-35. Finalmente, 

las células se dejaron incubar durante 3, 5 y 7 días. Transcurrido el tiempo de 

incubación, las células fueron lavadas con PBS y se fijaron con paraformaldehído 

al 4 %, y se tiñeron con Zytox Green y se observaron al microscopio. Se realizó 

otro cultivo, en el cual se usaron las concentraciones de 50 y 100 μM de Aβ25-35 

y se dejaron 72 horas incubando. Después de este tiempo se lavaron las células 

con PBS y se fijaron con paraformaldehído al 4% y realizar inmunocitoquímicas 
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con anticuerpos contra claudinas 1, 4, 7 y 9 (Sta. Cruz); lectinas Macrobranchium 

rosembergii y Sambucus nigra (MRL y SNA), así como para el factor von 

Willebrand y la CD105 (ambos de RD System). 
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Método para congelar células. 

Se observaron las células al microscopio para ver la monocapa confluente al 80%. 

Con una pipeta serológica, se eliminó el medio de cultivo del frasco y se lavó tres 

veces con PBS sin Ca2+ ni Mg2+ (también se puede usar solución salina estéril). 

Para despegar las células se cubrió la monocapa con 800 μl de una solución de 

tripsina+EDTA al 2.5 % (GIBCO). En el microscopio se observaron las células, con 

la tripsina (se dejó de 5 a 15 minutos), cuando se vieron los primeros signos de 

desprendimiento celular, se golpeo el frasco a fin de levantar toda la monocapa 

celular. Se agregaron 300 μl de suero fetal bovino para desactivar a la tripsina en 

3 ml de medio esencial modificado por Dubelco (DMEM), se homogenizaron las 

células pipeteando con cuidado y en repetidas ocasiones para deshacer los 

cúmulos celulares. Luego, se retiraron las células del frasco y se transfirieron a un 

tubo cónico de 15 ml, se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. 

Posteriormente, se retiró el sobrenadante y se resuspendió el botón celular con 2 

ml de DMEM. 

Se contaron las células por el método de azul de tripano al 0.4 % (SIGMA). Se usó 

azul de tripano porque permite distinguir las células viables de las que no son. 

Estas últimas han perdido su permeabilidad selectiva y se tiñen de azul, mientras 

que las células viables permanecen incoloras. 

Se preparó el medio de congelación con dimetil sulfóxido (DMSO, GIBCO), al 10 

% más suero fetal bovino (SFB) 90 % en ausencia de células, después se 

esterilizó con un filtro de poro de 0.22 μm (MILLIPORE) y se llevó a la suspensión 

celular a una concentración de 1X106 células por mililitro de medio. Se 
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resuspendieron las células en la solución de congelación. Se tomó en cuenta la 

concentración de células al efectuar la dilución, se llenaron los criotubos hasta un 

mililitro y se cerraron. 

Finalmente se rotularon los criotubos, poniendo: línea celular, número de pase, 

número de células y fecha. Se colocaron los criotubos en el congelador de -70°C 

durante 24 horas, para finalizar, se llevaron al nitrógeno líquido. 

Método para descongelar. 

Se descongelaron las células poniéndolas en baño maría calentado previamente a 

37ºC. En lo que se descongelaron los viales, se prendió la campana. Ya que 

estuvieron descongeladas las células, el vial se limpió con alcohol al 70 % y se 

abrió con cuidado dentro de la campana. Con una pipeta Pasteur se recuperaron 

las células y se vaciaron a un tubo cónico de 15 ml, se diluyeron las células con 9 

ml de DMEM solo. Se sembraron en un frasco para cultivo de 25 cm2. Se 

marcaron y se metieron a la incubadora. 

Pase celular. 

Se observó que las células estuvieran confluentes. Dentro de la campana se 

lavaron 3 veces con solución salina estéril más antibiótico. Se añadieron 800 μl de 

tripsina, por cada caja de 50 ml se dejaron durante 10 minutos, se dieron 

pequeños golpes para despegar las células y se desprendan. Posteriormente, se 

resuspendieron en 3 ml, de PBS estéril y se centrifugaron por 10 minutos a 3000 

rpm, se desechó el sobrenadante y se recuperó el botón celular. Posteriormente, 

se resuspendió el botón celular con 2 ml de medio. Se resuspendió varias veces y 

se tomó una alícuota de 10 μl de células y se añadió a 990 μl de azul de tripano. 
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En la cámara de Neubauer se contó un millón de células (1X106) y se colocaron 

en cajas con medio DMEM+SFB 10%+antibiótico. Se dejaron en la incubadora con 

una atmósfera húmeda y aporte de 5 % de bióxido de carbono y 95 % de oxígeno 

a 37°C. 

Preparación del Medio Esencial Modificado por Dubelco (DMEM). 

Se disolvieron 17.32 gr de medio (SIGMA), en aproximadamente 800 ml de agua 

desionizada. Se agitó hasta disolverlo. Por otro lado, se pesaron 3.7 gr de 

bicarbonato de sodio (Na2CO3, SIGMA), y se le agregaron al medio con agitación. 

Se ajustó el pH= 6.8. Se aforo a un litro, sin dejar de agitar. Se filtró en la 

campana, usando una unidad de filtración, con filtros de papel (MILLIPORE) de 

0.45 y 22 μm de diámetro de poro. Se añadió el suero fetal bovino (SFB, 

BIOMEDA) para alcanzar una solución al 10%. Se agregó al medio, 1 ml de la 

solución de 10000 UI/ml de penicilina sódica G y 10μg/ml de sulfato de 

estreptomicina en solución salina al 0.85 % (GIBCO), por cada 100 ml de medio. 

Se hicieron alícuotas de 100, 250 y 500 ml en las botellas para medio de cultivo, 

se cubrieron las tapas con parafilm y se etiquetaron con fecha, nombre y 

contenido. 

Preparación de la solución stock de Aβ25-35. 

Un vial de 1 mg de Aβ25-35 liofilizado (SIGMA) se disolvió en 940 μl de agua 

estéril y se hicieron alícuotas de 20 y 50 μl, las cuales se mantuvieron a -20°C 

hasta el momento de incubar el péptido para polimerizarlo. El tiempo de 

incubación fue de 24 horas a 37°C. 
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Inmunocitoquímica. 

Después de fijar en paraformaldehído, las células se enjuagaron con PBS pH 7.4 

por 5 minutos. 

Se hizo la recuperación antigénica: 

Se colocaron en las cámaras de cultivo 500 μl de amortiguador de citratos 10 mM, 

pH 6.0. 

Se colocaron en un baño maría las cámaras de cultivo. 

Se metieron en el horno de microondas y se calentaron durante 90 segundos. 

Se dejaron enfriar a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se enjuagaron las células con PBS durante 5 minutos. 

Se dejaron las células en una solución de albúmina sérica bovina libre de 

inmunoglobulinas al 2 % en PBS, durante 10 minutos, en una cámara húmeda. 

Se enjuagaron con PBS durante 5 minutos. 

Se dejaron durante 10 minutos en una solución de tritón al 0.2 %. 

Se enjuagaron con PBS durante 5 minutos. 

Se dejaron Incubando con el Sytox Green. 

Se montaron con DAPI. 

Se sellaron con barniz y se observaron al microscopio y se tomaron fotografías. 
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Ensayo in vivo. 

Se utilizaron ratas macho Wistar de 250gr, las cuales se mantuvieron en 

condiciones controladas de bioterio a 23°C de temperatura y 60% de humedad, 

con un ciclo luz:oscuridad de 12 horas, con alimento y agua ad libitum. Los 

animales se pesaron y se anestesiaron con hidrato de cloral a una dosis de 350 

mg/kg vía intraperitoneal.  

Se hizo la microinyección, unilateral en el hipocampo, del Aβ25-35 por cirugía 

estereotáxica, a una concentración de 100μM/1μl, según las coordenadas del atlas 

de Paxinos116 (Paxinos y Watson, 1998): AP=-4.2; L=±.3, respecto a Bregma; y 

P=-2.9, respecto a la dura madre. Posteriormente, los animales se dejaron en 

condiciones de bioterio a diferentes tiempos: 8, 24, 120, 240, 360 y 720 horas. 

Posteriormente, los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital 

sódico y se prefundieron vía intracardíaca con paraformaldehído al 4 % en buffer 

de fosfatos 0.1 M pH= 7.4, se extrajo el cerebro y se procesó para hacer cortes 

histológicos para su análisis posterior con la técnica de inmunohistoquímica con 

peroxidasa de rábano y el anticuerpo contra la proteína fibrilar ácida (GFAP, 

DAKO, Cytomation System). 

Se contaron los astrocitos reactivos en cada preparación, con un sistema de 

medición computarizado en el microscopio Leica IM100. Se hizo el análisis 

estadístico con un ANOVA, los resultados son expresados como media ± error 

estándar (X±e.e.). 

Técnica básica de inmunohistoquímica. 
Se marcaron las laminillas. 

Se desparafinaron y rehidrataron los cortes de la siguiente manera: 
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2 cambios de xilol 15 minutos cada uno 

1 cambio de XILOL:OH-100 % 1:1, 3 minutos 

2 cambios con OH-100 %, 3 minutos cada uno. 

2 cambios de OH-96 %, 3 minutos cada uno 

1 cambio de OH-70 %, 3 minutos 

1 cambio de H2O destilada, 3 minutos. 

Inmunohistoquímica para GFAP 

Se hizo la recuperación antigénica: las laminillas se colocaron en buffer de citratos 

durante 30 minutos en baño maría, se dejaron enfriar. 

Se hizo el bloqueo de la peroxidasa endógena con una solución de peróxido de 

hidrógeno al 0.33 % durante 30 minutos. 

Se enjuagaron 5 minutos con PBS. 

Se dejaron las laminillas en una solución de albúmina al 2 % durante 20 minutos, 

en una cámara húmeda. 

Se enjuagaron 5 minutos con PBS. 

Se dejaron en una solución de Tritón X100 al 0.2 % durante 10 minutos. 

Se enjuagaron durante 5 minutos con PBS. 

Se incubaron con el anticuerpo primario GFAP monoclonal de ratón a una dilución 

de 1:60, por 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. 

Se enjuagaron durante 5 minutos con PBS. 

Se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado link universal (DAKO, 

CYTOMATION) por 15 minutos. 

Se enjuagó por 5 minutos con PBS. 

Se incubó con streptavidin-HRP por 15 minutos. 
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Se enjuagó durante 5 minutos con PBS. 

Se revelaron las laminillas con diaminobenzidina (DAB+cromógeno): 

Liquid-DAB+sustrate chromogen system, DAKO CYTOMATION SYSTEM. 

Se hizo la contratinción con hematoxilina de Gill, durante 2 minutos. 

 Se hizo la deshidratación con alcoholes graduales. 

Se montaron las laminillas con resina y se observaron al microscopio y se 

capturaron imágenes en el fotomicroscopio Leica y el sofware IM1000. 
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RESULTADOS 

 

Efecto del Aβ25-35 sobre células C6.  

El Aβ25-35 a diferentes concentraciones provocó cambios morfológicos en las 

células, se diferenciaron a fibroblastos. Estos cambios fueron dependientes de la 

concentración del péptido y del tiempo de incubación con las células. Se observó 

que a las 72 horas de incubación, las células empezaron a agregarse hasta formar 

cúmulos o “colonias”. En estas “colonias” se observaron “conductos”, a las 

concentraciones de 50, 75 y 100 μM (flechas, fig. 15), comparado con el grupo 

control (c). En los experimentos de 120 y 168 horas se observó que las células 

disminuyeron de manera importante. En las figuras 16 y 17 se observan pocas 

células, incluso en el grupo control, debido a que después de que se forma la 

monocapa hay inhibición por contacto y las células se desprenden. Sin embargo, 

aún con pocas células se observaron algunos cúmulos (flechas). Es importante 

mencionar que no se cambio el medio durante todo el tratamiento. 
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Figura 15.-En este panel se observó que las células C6 se agregaron formando “colonias”, 
conforme aumentó la concentración del Aβ25-35 durante 72 horas de incubación, se 
observan “conductos” a partir de 50 μM (flechas). Tinción con Zytox green; el aumento es 
10X con el fotomicroscopio Leica y con el sofware IM1000. 

5μM 10μM

50μM 75μM 100μM 

20μM

C 

Efecto del Aβ25-35 en células C6 durante 72 
horas 
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Figura 16.- En esta figura se observa que las células tratadas con las concentraciones 
crecientes del Aβ25-35, durante 120 horas, disminuyeron. Tinción con Zytox green; el 
aumento es 20X con el fotomicroscopio Leica y con el sofware IM1000. 

C 

5μM   10μM 20μM 

50μM 75μM 100μM 

C 

Efecto del Aβ25-35 en células C6 durante 120 
horas 
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Figura 17.- En todos los ensayos se sembró el mismo número de células C6 (700 células 
/pozo). Sin embargo a las 168 horas de incubación con el péptido se observó una 
disminución de las células. 

C 

5μM 10μM

50μM 75μM 100μM 

20μM 

Efecto del Aβ25-35 en células C6 durante 168  
horas. 
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Inmunocitoquímica. 

Los resultados de la inmunocitoquímica en el cultivo con 50 y 100 μM de Aβ25-35 

fueron evaluadas como: poca positividad (+); abundante (++) y muy abundante 

(+++), como se muestra en la tabla 1. Se observó que la claudina 1 (figura 19) fue 

positiva en ambas concentraciones, cuando se comparó con el grupo control. Por 

otro lado, las claudinas 4, 7 y 9 fueron positivas tanto en el grupo control como en 

ambas concentraciones. La claudina-4 es muy positiva a la concentración de 100 

μM, figura 20. La claudina-7 fue muy positiva a ambas concentraciones, figura 21. 

La claudina-9 fue muy positiva a la concentración de 100 μM del Aβ25-35, figura 

22. Como se observa en la figura 23 la lectina SNA es poco positiva tanto en el 

grupo control como en los grupos experimentales a diferencia de la lectina MRL 

que fue positiva en ambas concentraciones del péptido, cuando fueron 

comparadas con el control (fig.24). Cuando se usó el anticuerpo para CD105, ésta 

fue intensamente positiva en la concentración de 100 μM, el grupo control y en la 

concentración de 50 μM (fig. 25), se observaron con poca intensidad. Por último, 

las células con el factor vonWillebrand más la proteína glial fibrilar ácida (GFAP, 

en íngles), mostraron ser positivas a ambos anticuerpos en los grupos 

experimentales. Sin embargo, en el grupo control no se observó al factor von 

Willebrand pero si a la GFAP, figura 26.  
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 Control 
Aβ25-35 

50 μM 

Aβ25-35 

100μM 

Claud-1 --- + + 

Claud-4 + + +++ 

Claud-7 + +++ +++ 

Claud-9 + ++ +++ 

vonW/GFAP ---/++ +++/++ +++/++ 

CD105 + + +++ 

MRL --- --- + 

SNA + + + 
 
Tabla 1. Se muestra la expresión positiva de los anticuerpos utilizados: +) poca; ++) 
abundante y +++) muy abundante. Las células C6 fueron tratadas con los siguientes 
anticuerpos: anti-claudinas 1, 4, 7 y 9. Anti-factor von Willebrand; proteína glial fibrilar ácida 
(GFAP). Lectinas MRL y SNA. 
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Figura 19. La claudina 1 (clau-1), fue positiva en las dos concentraciones del péptido y se 
observó en los agregados celulares-. En azul se observaron los núcleos y fueron teñidos 
con DAPI. En verde la expresión de la claudina 1. El aumento fue de 40X. 
 
 
 
 

 
 
Figura 20.- La claudina-4 (clau-4) fue positiva en la concentración de 100 μM, se observó 
sobre todo en los agregados celulares. En azul se observaron los núcleos (DAPI), en verde 
la expresión de la claudina 4. Se observó que en los tres grupos está presente. El aumento 
fue de 40X. 
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Figura 21.- La claudina-7 (clau-7), fue positiva en los tres grupos, específicamente en los 
agregados. Se observó menos intensidad en el grupo control. En azul se observaron 
núcleos y en verde la expresión de la claudina: se observó blanco en los agregados 
celulares. El aumento fue de 40X. 
 
 
 
 

 
Figura 22.- La claudina 9 (clau-9) fue positiva con las dos concentraciones del Aβ25-35. Sin 
embargo, en el grupo control se logró ver que también fue positivo. La intensidad es mayor 
en los agregados celulares, como lo muestra el color verde. El aumento fue de 40X. 
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Figura 23.- La lectina Sambucus nigra (SNA), no fue positiva en ninguno de los tres grupos. 
El aumento fue de 40X. 
 
 
 
 

 
Figura 24.-La lectina de Macrobranchium rosembergii (MRL), fue positiva solo a 100mM del 
Aβ25-35. También se observó en los agregados celulares. En azul los núcleos y en verde la 
expresión de la lectina. El aumento fue de 40X. 
 
 
 

C Aβ50-SNA Aβ100-SNA 

C Aβ50-MRL 

Aβ100-MRL 

C-CD105 Aβ50-CD105 
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Figura 25.- La CD105 fue intensamente positiva con la concentración de 100 μM del Aβ25-35. 
Se observó entre los agregados celulares. Se observó a un aumento de 40X 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 26.- El factor von Willebrand (vW), fue positivo a las 2 concentraciones del Aβ25-35. 
Se observó a la GFAP en rojo y en verde al factor von Willebrand, en azul los núcleos. El 
aumento fue 40X. 
 
 
 
 
 

C 
Aβ50-CD105 Aβ100-CD105

C 
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Efecto de la microinyección del Aβ en el hipocampo de ratas. 

Después de la microinyección del Aβ25-35 (100μM), se observó un incremento no 

significativo en los astrocitos activados por el Aβ25-35 vistos con el anticuerpo 

contra la GFAP. Este incremento se mantuvo durante 240 horas (Figuras 27-30). A 

partir de las 360 horas se observó un incremento significativo en el número de 

astrocitos (P>0.001, ANOVA) a las 360 y 720 horas, cuando se comparó con el 

grupo control. Gráfica 1. 

 

 
 
Figura 27.- Microinyección de Aβ25-35 (100μM) en el hipocampo de la rata. C-8H=grupo 
control a las 8 horas con solución salina; Aβ-8H, grupo con Aβ25-35 a las 8 horas. 
Inmunohistoquímica para la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) con peroxidasa de rábano 
(HRP). 
 

C-8H Aβ-8H
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Figura 28.- Microinyección de Aβ25-35 (100μM) en el hipocampo de la rata. C-24H=grupo 
control a las 24 horas con solución salina; Aβ-24H, grupo con Aβ25-35 a las 24 horas. 
Inmunohistoquímica para la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) con peroxidasa de rábano 
(HRP). 
 

 
Figura 29.- Microinyección de Aβ25-35 (100μM) en el hipocampo de la rata. C-360H=grupo 
control a las 360 horas con solución salina; Aβ-360H, grupo con Aβ25-35 a las 360 horas. 
Inmunohistoquímica para la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) con peroxidasa de rábano 
(HRP). 
 

C-24H Aβ-24H 

C-360H Aβ-360H 
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Figura 30.- Microinyección de Aβ25-35 (100μM) en el hipocampo de la rata. C-720H=grupo 
control a las 720 horas con solución salina; Aβ-720H, grupo con Aβ25-35 a las 720 horas. 
Inmunohistoquímica para la proteína glial fibrilar ácida (GFAP) con peroxidasa de rábano 
(HRP). 

C-720H Aβ-720H 
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Tabla 1.-En esta gráfica se muestra el número de astrocitos activados por horas, por los 
efectos del Aβ25-35. Se hizo la microinyección del Aβ25-35 a una concentración de 100 μM 
en el hipocampo de la rata. 
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DISCUSIÓN 
 
En este trabajo mostramos que el tratamiento con concentraciones crecientes del 

Aβ25-35 agregado, afecta el crecimiento y diferenciación de las células C6. Se 

observaron los efectos neurotróficos del Aβ25-35 en el cultivo celular de la línea 

de astrocitoma C6 de rata. Estas células han sido usadas ampliamente en 

diversos trabajos.108 Las células C6 tienen una tasa alta de proliferación y han 

mostrado características de inducir angiogénesis en un modelo de tumor en 

rata106,107. Los resultados de este trabajo indicaron que las células modificaron su 

crecimiento y se vieron alteradas por las diferentes concentraciones del péptido. 

Se observó que a las 72 horas de incubar con el Aβ25-35 las células se 

diferenciaron y no disminuyeron, por el contrario, se observó que empezaron a 

agregarse, de manera dependiente de la concentración y del tiempo de incubación 

del péptido. Se fueron separando hasta verse espacios entre los agregados 

formando “colonias”. El crecimiento de cualquier tipo celular en cultivo lo determina 

el espacio que tengan para crecer y por tanto hay inhibición por contacto que, en 

condiciones normales las células cuando llegan a más del 80 % de confluencia, se 

empiezan a despegar y mueren. Las células C6 a pesar de la administración del 

péptido crecieron y se diferenciaron, se observó que se adherían unas con otras. 

El Aβ no altero el crecimiento celular, en forma independiente de la concentración 

y del estado de agregación de péptido. Se ha determinado que la forma agregada 

es neurotóxica. Sin embargo, en este trabajo la incubación del péptido por 24 

horas, ejerció efectos tróficos en el cultivo de la línea celular C6. Se ha reportado 

que el tipo celular es importante ya que la liberación y expresión de ciertos 

factores también es dependiente del tipo celular65,115. Las células C6 liberan 

factores tróficos107. En cultivo de neuronas corticales el Aβ a concentraciones 

subletales baja la regulación del factor neurotrófico derivado del cerebro117. 

También media la activación aberrante de las proteínas de adhesión focal a 

concentraciones bajas118. 

En condiciones normales, las células astrocíticas producen agentes tróficos y 

factores básicos de crecimiento68,74. Se ha visto que el crecimiento celular en 
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cultivo depende de las condiciones experimentales en que se trabajen113. Existen 

reportes donde ven diferentes efectos del Aβ en ausencia del suero110,113. En las 

C6 el medio contenía el suero fetal al 10 %, no se sometieron al estrés de no tener 

sustancias nutritivas, probablemente esto permitió que, a pesar del péptido las 

células sobrevivieran y realizaran la división constante, ya que durante la 

incubación, se observaron células en mitosis. 

Por otro lado, se sabe que los procesos patológicos alteran la estructura de la 

barrera hematoencefálica. Diversos trabajos han mostrado que el Aβ atraviesa la 

barrera hematoencefálica a una tasa muy lenta y que se une a dos receptores, 

que regulan su transporte103,104. El paso lento a través de la barrera 

hematoencefálica depende de las uniones estrechas que la forman92,101. 

Para determinar por qué las células formaron estos agregados, se usaron 

anticuerpos contra moléculas como las claudinas, estas proteínas forman parte de 

las uniones estrechas que forman la barrera hematoencefálica que se da con la 

unión de los astrocitos con las células endoteliales cerebrales. Se ha visto que 

participan en la adhesión celular y se expresan en diversos tipos de tumores94,95. 

En este trabajo la claudina 1 fue positiva a las concentraciones de 50 y 100 μM. 

En cultivo de astrocitos primarios se observa su expresión después de aplicar la 

IL-1β100. En estos resultados, es probable, que el Aβ indujera la liberación de esta 

interleucina y por lo tanto la activación de la claudina 1. Se ha visto que esta 

claudina se expresa en cerebro así como las claudinas 5 y 898. Se localiza en el 

perineuro de humano adulto y en desarrollo97. En los oligodendrocitos solo se ha 

visto la expresión de las claudinas 11 y 5. La expresión de la claudina 1 se 

relacionó de manera reciproca con la expresión de la conexina 43 en cultivo 

primario de astrocitos, lo que indico que esta reciprocidad se manifiesta en 

estados patológicos100. 

Las claudinas 4, 7 y 9 fueron positivas a las concentraciones de 50 y 100 μM del 

Aβ25-35, pero no son diferentes al grupo control. Estas claudinas están 

expresadas en tumores de riñón, colón, mama y otros95. No existen reportes de su 

expresión en cerebro. 
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La unidad neurovascular se observa alterada en la EA, provocando una 

angiogénesis aberrante93. En este trabajo se usaron marcadores angiogénicos 

como el factor von Willebrand (adhesión endotelial) y la CD105 (angiogénesis y 

adhesión endotelial). Es importante mencionar que las células C6 liberan per se 

factores angiogénicos debido a su alta tasa de proliferación125. La interacción con 

el Aβ y el crecimiento de las células provocó la activación de factores 

angiogénicos tales como el factor von Willebrand o la CD105. 

El factor von Willebrand fue positivo con la concentración de 100 μM del Aβ25-35 

a las 72 horas de incubación. Se observó en los agregados celulares que 

mostraron el mayor número de células adheridas. Se sabe que este factor 

favorece la revascularización en los vasos de todo el cuerpo, cuando existe una 

patología. El factor von Willebrand se expresa en tejido cerebral con Alzheimer en 

estados avanzados de la enfermedad, haciendo evidente que hay un daño en las 

células endoteliales107,124. 

La CD105 fue positiva las concentraciones de 50 y 100 μM del Aβ25-35. Esta 

endoglina se encuentra en el endotelio vascular y se expresa en procesos 

angiogénicos119. Es una glicoproteína que se encuentra en el endotelio vascular. 

Se ha visto que se enlaza al factor de crecimiento transformante humano119-122. Se 

esta usando como marcador en cáncer humano123. 

El uso de lectinas para observar alteraciones en el proceso de glicosilación de las 

proteínas es de mucha utilidad en la búsqueda de marcadores de las proteínas 

alteradas en la EA. En trabajos de nuestro grupo, se detectó en el tejido post 

morten de pacientes con la EA, que el patrón de glicosilación esta alterado, en el 

cerebro126. En este trabajo la lectina MRL fue positiva a la concentración de 100 

μM del Aβ25-35. El nivel de intensidad de esta lectina es significativo en el tejido 

cerebral con la EA y en tumores cerebrales, indicando el crecimiento explosivo de 

células126.  

En este modelo celular se mostró que el Aβ25-35 es neurotrófico en las células 

C6. Surge la pregunta ¿En el cultivo de la línea celular C6 de rata, la 

administración del Aβ25-35 a las concentraciones usadas, provoca la formación de 
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vasos? Para responder esta pregunta se requieren de ensayos con estos 

anticuerpos pero variando el tiempo o utilizar una sola concentración del péptido. 

Por otro lado, en el ensayo con las ratas, la microinyección del Aβ25-35 en el 

hipocampo, provocó la activación de los astrocitos expresados por la GFAP. Al 

contar a los astrocitos, a las 240 horas, el número se incrementó, pero no fue 

significativo cuando se comparó con el grupo control. A partir de las 360 horas 

hubo una diferencia significativa. Lo que indicó que el Aβ25-35 en forma agregada 

no se eliminó por completo y entonces siguió provocando que los astrocitos se 

mantuvieran activados. Es conveniente realizar inmunohistoquímicas con 

anticuerpos para detectar interleucinas o el anticuerpo para el Aβ y así comprobar 

si sigue ahí el péptido. El Aβ es factor que desencadena la respuesta 

proinflamatoria, provoca la liberación de factores proinflamatorios, tales como la 

IL-1β o el TNFα. Se sabe que el Aβ regula la expresión de la IL-1β y que el TNFα 

también ejerce efectos moduladores que desencadenan la liberación y formación 

de los factores inflamatorios haciendo el círculo “vicioso” de la inflamación crónica. 

Los resultados que se observaron a partir de las 720 horas, afirman el hecho de 

que el Aβ desencadena este proceso inflamatorio crónico, de aquí que, en el 

grupo control se disminuyeran de manera significativa los astrocitos activados. En 

la literatura, se observa que la microinyección, en animales, del Aβ provoca 

efectos tóxicos y tróficos dependiendo de la concentración y del estado de 

agregación del péptido, ya que se observó que la agregación del péptido es 

esencial para su toxicidad. Un modelo como tal para el desarrollo de la patología 

relacionada a la EA no se ha encontrado. Solo la construcción de animales 

transgenicos ha puesto de manifiesto características de un modelo para la EA, por 

ejemplo ratones con el gen de APP o para la proteína tau han hecho posible el 

estudio de los posibles mecanismos de la toxicidad del péptido. También a los 

animales que se le quita un gen (knockout), han servido para estudiar los efectos 

del Aβ, sobre todo los efectos tóxicos. 
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CONCLUSIONES 
 

Se observó el efecto trófico del Aβ25-35 en el cultivo de la línea celular C6 de rata. 

Este efecto sólo se observó a las 72 horas de incubación de las células con la 

fracción del péptido. 

El crecimiento y la diferenciación de las células se modificaron con las 

concentraciones crecientes del péptido. 

Se formaron cúmulos de células que se separaron hasta formar “colonias”. Estas 

“colonias” mostraron estructuras parecidas a “conductos”, con la concentración de 

100 μM. 

Las claudinas 1, 4, 7 y 9 se expresaron en los cultivos a las concentraciones de 50 

y 100 μM. También, se expresaron los factores angiogénicos, CD105 y el factor 

von Willebrand. 

En el modelo animal, se observó astrogliosis en el grupo experimental indicando 

que el Aβ25-35 no tuvo efectos tróficos en el tejido cerebral de la rata. 
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