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RESUMEN.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se
caracteriza por pérdida progresiva de la memoria. El andlisis histologico presenta
marafias neurofibrilares (la proteina tau estd hiperfosforilada), placas neuriticas
(depdsitos extracelulares de amiloide-beta), neuritas distréficas y astrocitosis
reactiva. Esta ultima, debido al proceso inflamatorio que provoca el deposito del
amiloide-beta (AB). Se sabe que el AB es toxico o trofico. La toxicidad depende de
la agregacion del péptido, cuando se administra tanto in vivo como in vitro. Por
otra parte, se proponen mecanismos de regeneracion neuronal y dendritica en la
EA. Por lo tanto los mecanismos de compensaciéon de la muerte neuronal masiva
estan ligados a la activacion de factores troficos y de crecimiento neuronal. De
esta manera, se encuentra aumentada la expresion de proteinas sinpticas y de
factores troficos. Adicionalmente, el proceso de plasticidad neuronal esta ligado a
la expresion de moléculas de adhesion en cerebros con la EA. Se sabe que, la
plasticidad que se observa en la EA esta relacionada con la expresion de
proteinas que regulan el crecimiento neuronal y se desconoce la expresion de
factores troficos y, como estos favorecen el proceso de plasticidad reactiva. Por lo
tanto, los objetivos de este trabajo fueron: evaluar el efecto tréfico de la fraccion
25-35 del AB (AP25-35), asi como la expresion de moléculas de adhesion,
crecimiento y proliferacion, tanto in vivo como in vitro. Se cultivaron células C6,
con dosis crecientes del AB25-35 y se dejaron incubar a diferentes tiempos.
Posteriormente, las células fueron fijadas procesadas para la inmunocitoquimica
con anticuerpos para claudinas 1, 4, 7 y 9; lectinas MRL y SNA; CD105 y factor
von Willebrand, se observaron al microscopio y capturé la imagen. Por otro lado,
se utilizaron ratas Wistar macho adultas, se hizo la microinyeccion por cirugia
estereotaxica del AB25-35 en el hipocampo. Los animales fueron sacrificados a las
8, 24, 360 y 720 horas. Se disect y se procesoé el cerebro para realizar el analisis
inmunohistoquimico contra la proteina glial fibrilar acida y revelada con peroxidasa
de rdbano. Se contaron los astrocitos reactivos con un sistema de medicion
computarizado. Los resultados del tejido se graficaron y se expresaron como

media y error estandar. Los ensayos in vitro mostraron que a las 72 horas, las



células crecieron de tal forma que formaron cumulos o “colonias” que, a la
concentracion mayor del péptido se formaron “conductos”. La claudina-1 fue
positiva levemente; las claudinas 4, 7 y 9 fueron muy positivas a la concentracion
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 Ap25-35 no se
observo efecto tréfico. Se concluye que el efecto trofico del Ap25-35, en el modelo
in vitro fue a las 72 horas de incubacion, debido a la formacién de “colonias” y a la

expresion de las moléculas de adhesion y crecimiento.



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 B-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.



INTRODUCCION.

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 afios que cursaba con un cuadro clinico de
delirio celotipico, deterioro progresivo de la memoria y finalmente desarroll6 un
cuadro de demencia con desorientacion, afasia, apraxia, agnosia e incapacidad
para realizar actividades de la vida diaria. Esta paciente murio a los 56 afios de

edad en un estado de demencia severofig 1.

Figura 1.- Fotografia de la paciente que atendié Alois Alzheimer.



Definicién de la Enfermedad de Alzheimer.

La Clasificacion Internacional de las Enfermedades define a la EA, como un
sindrome debido a una enfermedad del cerebro, generalmente de naturaleza
cronica o progresiva, en la que hay déficit de mdltiples funciones corticales
superiores que repercuten en la actividad cotidiana del enfermo®. Clinicamente, la
EA se define como un sindrome neurodegenerativo caracterizado por una serie de
anormalidades que afectan selectivamente regiones neuronales especificas tales
como: neocorteza, area entorrinal, hipocampo, amigdala, nucleo basal, tdlamo
anterior y varios ndacleos 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 asi como las
funciones ejecutivas y que con el paso del tiempo genera una pérdida o deterioro

global en cada uno de los procesos cognitivos** Fig. 2.

Memoria

Lenguaje

Inteligencia, juicio
comportamiento

Figura 2.- Esquema de las regiones afectadas durante el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer. Corteza frontal (rojo), hipocampo (verde), I6bulo parietal (azul).

Es importante mencionar que el diagndstico de la EA se realiza por exclusién de
otras patologias, utilizando criterios establecidos en DSM-1V, ICD-10 y NINCDS-
ADRA, realizandose la confirmacion del diagndstico mediante el examen

neuropatolégico y en base a los criterios del CERAD®.



Formas de presentacion de la EA.

La EA se manifiesta en diversas formas, segun la edad de inicio se denomina
como presenil de inicio precoz, generalmente con clara relaciéon familiar; comienza
antes de los 65 afios, es de curso muy rapido y constituye del 5 al 10 % de los
casos. La senil o de inicio tardio, aparece después de los 65 afios por lo general
es espontanea y de curso lento. Este tipo representa mas del 90 al 95 % de los
casos. Cuando la causa es genética (familiar) coincide en la mayoria de los casos
con la EA presenil. Este tipo se debe, principalmente a mutaciones en el gen de la
proteina precursora del AB; el gen de las PS1 y PS2. La segunda forma de EA es
la esporéadica, la cual coincide generalmente con los casos de EA senil, comienza
en personas mayores de 65 afios y es el tipo mas frecuente. Su causa es aun
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 EA
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PPAR 21q21.2 H.A.D.  35-50 T T e
si, TRA,,, TROS
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Figura 3. Formas de presentacién de la EA. Se esquematiza aqui las dos formas de
presentacion de la EA. La EA familiar en donde se describe los diferentes genes
involucrados y su herencia de tipo autosomico dominante. Se describe también la
participacion del gen de la ApoE como factor de riesgo. Y las mutaciones recientemente
descritas en otros genes cuyarelacién con la EA aun no esta bien establecida.



Epidemiologia.

Hoy en dia la EA es un problema de salud publica. Se dice que es la forma mas
frecuente de demencia. Tan solo en los Estados Unidos existen de 4 a 5 millones
de personas que la padecen, siendo similar la incidencia de la EA en los paises
industrializados®. La EA, es considerada como la causa méas 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
afios”®. La EA tiene un incremento exponencial de la prevalencia con la edad, que
se duplica cada 4.5 afios, después de los 65 afios. Hay una correlacion entre el
incremento de la prevalencia y la edad con un crecimiento mayor para el sexo
femenino®.

En México, la EA es un padecimiento que va en aumento. Se calcula que en
nuestro pais hay unos 600,000 casos de probable EA, aunque no todos estan
diagnosticados. Aun cuando en México no hay estadisticas precisas sobre el
namero de enfermos, se calcula que la frecuencia de este desorden aumenta a

mayor edad, hasta llegar al 45 % de la poblacién de 85 afios en adelante®*°.



Factores de riesgo.

Uno de los factores de riesgo mas importante para que se desarrolle la EA es el
genético. La apolipoproteina A4 es el principal factor de riesgo, entre otros,
combinados con factores debido al envejecimiento, son suficientes para dicho
desarrollo. Ademas, también contribuyen los factores ambientales. Otros factores
importantes son los demograficos, como la edad, sexo, lugar de nacimiento,
escolaridad. Los estudios de prevalencia demuestran un marcado efecto de la
edad, estimandose que esta se duplica cada 5 afios entre los 65 y los 80 afios.
Los antecedentes de traumatismo craneoencefalico con pérdida de conciencia

duplican el riesgo de desarrollar la enfermedad®*.

Apolipoproteina E4.

La herencia del alelo 4 de la apolipoproteina E (ApoE4), incrementa el riesgo de
desarrollar la EA. Tanto en su forma familiar como esporadica, dicho alelo ha
resultado ser el responsable del 40 al 50 % del riesgo de padecer la EA de inicio
tardio. El gen que codifica la Apo E se localiza en el brazo largo del cromosoma
19. Dicho gen posee tres variantes polimoérficas o alelos (E2, E3, E4), de los
cuales el mas frecuente es el denominado E3, que constituye el 78% de los alelos
presentes en la poblacion caucésica, le sigue el alelo E4 (15% de la poblacién
caucésica), mientras que el alelo E2 es el menos frecuente (7% de la poblacion
caucésica)'? Fig. 4. La relacion que existe entre la EA y el alelo E4 de la Apo E se
describié como la frecuencia de aparicién elevada de este alelo, en los casos
familiares de inicio tardio, asi como en los casos esporadicos, comparados con los

controles tomados de la poblacién normal®3.



A) Gen de la Apolipoproteina E
- 5.5 kb en 19q13 .2 >
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Figura 4. Gen y proteina de ApoE. Esquema que representa el gen de la ApoE (A) donde se
representan sus 4 exones, peso y ubicacidon en el cromosoma 19. En B se observa el
esquema que representa a la proteina 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 regién de unién a

lipidos.



Proteina precursora del amiloide .

La proteina precursora del amiloide B (APP), es una glicoproteina de membrana
gue pasa por el proceso de N y O-glicosilacion durante su trafico a través de la
ruta secretora*; sufre 2 vias de procesamiento: la via amiloidogénica y la no
amiloidogénica, donde se genera el péptido amiloide. No se conoce la funcion
precisa de la APP. Se menciona que sirve como un receptor ligado a proteinas G
de la membrana, por medio de las cuales envia sefiales quimicas al interior de las
células'>*®. Tiene un dominio transmembranal Gnico, una porcién intracitoplasmica
pequeia y un dominio extracitoplasmico largo. Tiene una region hidrofébica de 23
residuos de aminoécidos, cerca de su extremo carboxilo terminal que le sirve para
anclarse a la membrana. El dominio extracitoplasmico estd sujeto a protedlisis
parcial por la accion de las alfa, beta y gama-secretasas (o, B, y-secretasas). El
corte mas frecuente se debe a la a-secretasa, y ocurre entre los aminoacidos 16 y
17 de la region del AB, que libera un fragmento soluble grande (APPs-a) y deja
anclado a la membrana un fragmento de 83 aminoacidos. Cuando el fragmento
carboxilo terminal de 83 residuos es cortado por la y-secretasa, se genera un
fragmento pequefio de 3 kDa denominado p3. Esta es la via no amiloidogénica. En
la via amiloidogénica la B-secretasa lleva a cabo el corte de la APP, liberando un
fragmento soluble truncado (APPsB) y deja anclado otro de 99 residuos de
aminoéacidos, sobre el cual el corte de la y-secretasa genera el AB'’. Las
mutaciones descritas se localizan cerca de los cortes producidos por las a, B, Y y-
secretasas. La produccion y depdsito de AB, especialmente el AB1-42, forman las
placas neuriticas*®. Debido a estas mutaciones, las tres isoformas mas estudiadas
de la APP, contienen 671, 687 y 711 (o 713) residuos de aminoacidos**?°Fig. 5.

10



A) membrana plasmatica

Region rica 2?9 3T4 \ 770
o 1 OV 542 571 |
N W C
N Region rica 671.
PS encarga() KPI |OX2 Q o A
g 345 5 3 W !
Mutacion sueca .l B 7215%2
| i
KM por NL =TT 113 Secuencia
670/671 =TT - M| IOlde B : (Endocitosis)
e [
-— - | .
| Mutacién CAAG92 Mutacion HCHWAG93 | M‘(Jlt_%crl‘ggr?)ﬂ
B) | AporG w,/ EporQ Vol FOG
|

EVKM | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAL IGLMVGGWZ,ZA TVIVIT

1672 \
A Sitisde ) Mutaci6n 716
(671) agrﬁsDién (687) (7116 713) (Fé}ggga)
B-secretasa > q-secretasa y-secretasa lporV

Figura 5. Esquema del precursor de la amiloide-B. A) Diagrama que representa al precursor
del amiloide-. Destacan la region AR que corresponde a la secuencia de amiloide-R3
enclavada en la membrana. B) Secuencia del amiloide-f3 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 proteinas de membrana politdpicas, se
expresan en la mayoria de los tipos celulares. Se localizan principalmente, en el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi***?. Sin embargo, se ha visto que las
mutaciones en las PSs influencian al procesamiento de la APP, de manera que se
incrementa la produccién en los niveles de Ap1-422% Los genes de las PS1y PS2,
se localizan en los cromosomas 14 y 1 respectivamente y codifican para proteinas
con multiples dominios transmembranales y de gran homologia y tiene una

identidad del 62% de aminoacidos?®.
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Neuropatologia de la EA.

Cuando se analiza macroscépicamente el cerebro de un paciente que fallecié
debido a la EA, se encuentran alteraciones tipicas como la atrofia cerebral
generalmente simétrica y difusa de los giros cerebrales, lo que se hace evidente
por la disminucion del espesor de las circunvoluciones, aumento en la profundidad
de los surcos, dilatacion del sistema ventricular y disminucion del peso y volumen

cerebral, Fig 6.

Cerebro normal

Figura 6.- En estas fotografias se muestra la alteracion macroscopica del cerebro en la EA.
Se aprecia la disminucién de las circunvoluciones, debido a la muerte neuronal que ocurre
durante la EA.

La atrofia afecta a los l6bulos temporales, frontales, parietales u occipitales. El
patrén de atrofia mas comun es el difuso, seguido por una combinacion de atrofia
fronto-temporal, frontal o temporal aisladas y en menor proporcion puede haber un
compromiso parieto-occipital. Las secciones a través de los hemisferios cerebrales
revelan un adelgazamiento de la lamina cortical y dilatacion simétrica del sistema
ventricular. Los ganglios basales, diencéfalo, mesencéfalo y el tronco cerebral no

muestran anormalidades notables?.

13



Las dos alteraciones microscopicas tipicas de la EA son las placas neuriticas
(PNs) y las marafias neurofibrilares (MNs) Fig. 7. Sin embargo, también se
observan alteraciones que incluyen: la angiopatia amiloidea, la degeneracion
granulovacuolar, los cuerpos de Hirano, pérdida neuronal y sinaptica y gliosis

reactiva.

Figura 7.- En estas fotografias se observan (A): las marafias neurofibrilares que se forman
por la alteracion en la fosforilacion de la proteina tau y (B): las placas neuriticas, se observa
el nucleo del AB que se fue depositando. La tincién usada en ambas estructuras es la
técnica de Wielchoscky. Fotografias del Dr. Guevara.

14



Marafias neurofibrilares.

Las marafias neurofibrilares (MNs), estan formadas por la acumulacion de la
proteina tau hiperfosforilada Fig. 8. La tau es una proteina que se asocia a los
microtibulos que forman el citoesqueleto de las células. Se expresa
principalmente en el sistema nervioso central (SNC). Tiene un papel central en la
polimerizacion y estabilizacion de los microttbulos y en el tréfico de los organelos

a través de los axones y las dendritas®”.

Figura 8.- Microfotografia de una marafia neurofibrilar con doble marcaje: rojo tiazina y
anticuerpo anti-tau. Se observa en color verde la proteina tau normal; la colocalizacién con
rojo de tiazina y el anticuerpo muestran los filamentos hiperfosforilados. Coleccion personal
del Dr. Guevara.

El gen que codifica para la proteina tau se localiza en el cromosoma 17 (17921).
Es codificada por un gen que consiste de 16 exones y 100 kilobases?®. Su
expresion se regula por el procesamiento alternativo. Existen seis isoformas con
longitudes variadas (352, 381, 410, 383, 412 y 441 amino&cidos) 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 nimero de dominios

15



repetidos que contienen?’. 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 aminodcidos. Las isoformas difieren si contienen 3 (tau-3L, tau-3S o
tau-3: colectivamente 3R) o 4 (tau-4L, tau-4S o tau-4:. colectivamente 4R),
repetidos de union a la tubulina, cada dominio repetido consta de 31 o 32
aminoacidos localizado en el carboxilo-terminal. También difieren por la presencia
de 1 o 2 insertos de 29 aminoacidos 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 union a microtdbulos son codificadas por los exones
9,10, 11, 0 12°%,
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ISOFORMAS DE TAU
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Figura 9. Isoformas de la proteina tau. Este esquema representa las 6 diferentes isoformas
de la proteina tau. Las regiones marcadas con R indican los dominios repetidos de la
molécula que enlazan a los microtibulos. Se representa el sitio E-391, donde la molécula se

trunca. Finalmente se esquematiza la tau grande que es la isoforma completa de tau. Notese
el nidmero de repetidos (R) en cada isoforma.
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En el cerebro adulto, la proporcion de las isoformas 3R-tau a 4R-tau es de 50%,
pero tau-3L (o 4L), tau-3S (o 4S), y tau-3 (0 4) es cerca del 54%, 37% y 9%,
respectivamente®®%°.

En el proceso de fosforilacion anormal de la proteina tau y su consiguiente
transformacion a filamentos apareados helicoidalmente (FHA del inglés filaments
helicoidal apared) intervienen dos mecanismos: hiperactivaciéon de una cinasa e
hipoactivacion de fosforilasas. La proteina tau hiperfosforilada conduce a un
ensamblaje y desensamblaje alterado de los microtubulos, y también contribuye a
una incorporacion adicional de tau normal en filamentos anormales. La
glicosilacion no enzimatica es otra via que puede aumentar la fosforilacion de tau
anormal y la estabilizacion de filamentos ensamblados de forma anormal. Esta via
parece contribuir de forma importante a la insolubilidad de la MN. Existen MNs
intracelulares y extracelulares y son facilmente visibles por varias tinciones
histoquimicas de impregnacion argéntica®®. Asi mismo, se desarrollaron
anticuerpos contra los sitios hiperfosforilados de la proteina tau y anticuerpos para

el amiloide®%3L,
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Placas neuriticas.

Las placas neuriticas (PNs) son lesiones del neuropilo, estan constituidas
principalmente por el deposito de AB. Son estructuras esféricas de 20 a 100 um de
diametro, localizadas en el espacio extracelular, donde se desplazan hacia las
terminaciones nerviosas y los procesos celulares gliales del neuropilo®*?* Fig. 10.
Ademés del AB se han detectado otras sustancias en las PNs, que incluyen al
amiloide sérico P, asi como varias proteinas de fase aguda, factores de

complemento, proteoglicanos, ApoE4 y citocinas>**°.

Figura 10.- Microfotografia de un placa neuritica. Se utiliz6 rojo tiazina y ant-B-amiloide. Se
observa en rojo la proteina amiloide.

Se han descrito varios subtipos de PNs en funcion del contenido relativo de
amiloide, neuritas distroficas, células gliales o la presencia de capilar central:

placas difusas, placas primitivas, placas neuriticas clasicas y placas quemadas®.
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Las PNs clasicas, difusas y primitivas son mas abundantes en la corteza,
hipocampo y talamo. En la corteza, las placas se distribuyen mas densamente en
la base de los giros. En el cerebelo hay placas difusas y clasicas en todas las
capas corticales. Las PNs suelen ser mas abundantes que las MN y mas

especificas para la EA 324,
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Amiloide-B (AB).

El AB es un péptido pequefio de 4 a 4.5 kDa, consiste de 39 a 43 residuos de
amino&cidos. Su estructura es beta plegada laminar®’8. Es el producto del corte
de la APP Fig. 11. Se deposita principalmente, en el hipocampo, en la cortezay en
la microvasculatura cerebral. Por su estructura beta plegada, su conformacién

determina los efectos neurotéxicos3®4°.
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Figura 11.- Esquema simplificado para mostrar el procesamiento del fragmento del Ap.

Se han utilizado diversos fragmentos del péptido AB1-40 o Ap1l-42, para
comprobar los efectos téxicos, ya que se ha visto que algunos de estos
fragmentos producen efectos neurotréficos, en cultivo de neuronas hipocampales

442 | a agregacion del AB determina su

a concentraciones nanomolares
neurotoxicidad; en cultivo primario de neuronas de hipocampo AB1-42 y AB1-28
sin incubar e incubados por un tiempo a una temperatura de 37°C, se mostré que
los péptidos incubados son neurotoxicos*. La modulacién del flujo de Ca** por el

AB1-40, en neuronas corticales de rata, es dependiente del estado de agregacion
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del péptido**. En estudios in vitro, la toxicidad del Ap es mediada por el amiloide
en estado fibrilar. EI AB agregado amorfo, no es toxico, lo que indica que se
requiere la formacién de Ap fibrilar*>°.

No es claro el mecanismo por el cual el Ap ejerce sus efectos neurotoxicos. Sin
embargo, existen trabajos que sugieren que la alteracion en la homeostasis del
Ca?" intracelular, modifica la actividad de la ATPasa de sodio y potasio (Na‘/K*),
provocando dafio neuronal y muerte*’*®, El uso de un sistema de bicapas de
membrana; mostro que el AR forma canales debido a la interaccion con la
membrana®®, y que esta interaccién es la causa de la alteracién de la homeostasis
del Ca?****!, Los canales formados por el Ap1-40, son de tamafio heterogéneo.
Son independientes de voltaje y relativamente pobres en iones, permiten la
entrada al Ca?*, Na*, K*, Cs", Li" y CI". Estos son bloqueados reversiblemente por
el Zn** e irreversiblemente por el aluminio. El rojo congo inhibe la formacién del
canal®®.

La fraccion 25-35 (AB25-35) del AB, representa el dominio funcional del péptido
completo. ElI AB25-35 consiste de la siguiente secuencia de 11 aminoacidos: NH-
Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-ILe-ILe-Gly-Leu-Met-COOH>. El AB25-35 tiene efectos
neurotoxicos y neurotréficos, los cuales dependen de la concentracién y de la
agregacion®*>°.

Se ha observado que a bajas concentraciones el AB25-35 es neurotrofico en
cultivo de neuronas hipocampales indiferenciadas y a concentraciones altas es
neurotoxico en células diferenciadas. Los efectos del Ap25-35 fueron mimetizados
por los antagonistas de la taquicinina, un homdélogo del péptido, y fueron revertidos
completamente por agonistas de la taquicinina®®. Ap25-35 genera radicales libres
en solucién acuosa, estos radicales conducen al estrés oxidativo®’.

Se propone que el estrés oxidativo sea el mecanismo por el cual el Ap ejerza su
toxicidad®®.

El uso de antioxidantes previene la muerte celular de neuronas corticales de rata
expuestas cronicamente al AB. Este tipo de tratamiento ejerce su efecto protector

bajo ciertas condiciones del cultivo™.
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La microinyeccion de los fragmentos de AB1-40, AB1-38 y AB25-35 en el cerebro
de ratas, a diferentes concentraciones no muestra la patologia relacionada a la
EA%® Debido a la falta de un modelo animal de la EA como tal, se han
desarrollado varios experimentos para probar el efecto téxico del Ap. Se separo el
nucleo de amiloide de la placa neuritica de un cerebro humano con la EA, se
inyectaron varios ndcleos de amiloide, en el cerebro de ratas, observandose
efectos neurotoxicos y favoreciendo la hiperfosforilacion de la proteina tau,
reconocida por la expresion del antigeno Alz50 caracteristico en la EA®? cuando se
aplico al cerebro de la rata.

La microinyeccion del AB1-40 y del AB25-35 en la corteza de monos no mostré
dafio similar a la EA®. En ratones transgénicos se observé el mismo tipo de dafio
oxidativo que en la EA y la importancia de este dafio correlaciono directamente
con los depositos de AB®.

El AB provoca muerte celular por apoptosis o por necrosis y es dependiente del
tipo celular®.

Un modelo in vitro de placas amiloides fue desarrollado a partir de AB1-40
agregado, el cual fue afadido al cultivo de células gliales y se observo la
formacion de agregados esféricos grandes rodeados de astrocitos y glia. Estos
agregados se analizaron y se observO que estdn 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 liberacion de sustancias como el
complejo de histocompatibilidad mayor de clase Il e IL-13%. Los experimentos con
el hipocampo de ratas muestran que la falla de la potenciacion a largo plazo (LTP),
provocada por la administracion de AB25-35 (nanomolar) es dependiente de la

concentracion y del tiempo®’.
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Inflamacion en la EA.

La inflamacién es un proceso fisiologico protector localizado, inducido por una
lesion o por la destruccion del tejido. Su funcion es destruir y diluir al agente
toxico, asi como proteger al tejido que esta siendo lesionado®. La respuesta
inflamatoria en la EA se clasifica como una respuesta crénica contra los depésitos
de AB e incluye la activacion de la microglia la cual ataca a la placa neuriticay a la
astroglia, que la rodea®

La activacion continua de la microglia en las PNs y en las MNs, provoca una
respuesta inflamatoria persistente. Esta respuesta inflamatoria crénica y la
respuesta del tejido en las lesiones de la EA apoyan la nocién de que el proceso

inflamatorio es una parte de la patologia de la EA” Fig. 12.
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Figura 12.- Esquema que representa la activacion de los astrocitos por el AB vy, la
consiguiente liberacién de factores pro-inflamatorios.

El AB es un factor que desencadena la respuesta inflamatoria crénica en los
cerebros de individuos afectados por la EA, dando lugar a la activacion del sistema

del complemento tanto por la via clasica asi como por la via alterna, generando la
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expresion y secrecion de citocinas, interleucinas y proteinas de fase aguda y la
secrecion del Ap™7273 1,

Ademéas de expresar moléculas del sistema del complemento, la microglia
activada expresa moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad humano
(MHCII), asi como proteinas de fase aguda, que alteran la tasa de produccion del
AB. El primer componente de la ruta clasica del complemento es C1q, el cual
acelera la génesis del AB llevando a la formacion del complejo de ataque de
membrana (MAC,C5b-9). Algunas de las citocinas (p. e. la interleucina 18, IL-1f)
influencian la expresion y metabolismo de la APP™. Los farmacos antiinflamatorios
dirigidos al complemento, pueden retrasar el inicio de la demencia en la EA”™"®.
Los cultivos primarios de astrocitos humanos, expresan moléculas del sistema del
complemento asi como otras moléculas reguladoras de la ruta litica. El
complemento sinergisa con el AB, 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 blanco’”"®"°.

La region amino terminal del AP activa directamente al sistema del complemento
por la via clasica a través de la interaccion con Cgl. La IL-1 promueve la sintesis y
procesamiento de APP, mientras que APP produce un aumento en la produccion
de IL-1. La IL-6 modula la sintesis y la transcripcion de la APP. Es minima en la
vida adulta y es fuertemente inducible en condiciones patolégicas®.

Otra interleucina asociada es el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), el cual se
encuentra aumentado en el liquido cefalorraquideo, 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 exposicion con el AB. Los mecanismos de
accion y los efectos neurofisiologicos del TNFa en la EA son controversiales
debido a su doble funcién de citocina proinflamatoria y factor tréfico®. EI AB es un
potente estimulador del factor nuclear kapa-B (NFx-B), el cual aumenta la
expresion de otros factores proinflamatorios; esta activacién ocurre selectivamente

a partir del dominio 2 de transactivacion de p65 y la expresion de la sintasa del
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oxido nitrico (iNOs) y la produccion del oxido nitrico (NO), inducido por el Ap a
través de un mecanismo dependiente del NFxB®?.

La secrecion del TNF-a y de glutamato por el AB, induce efectos sinérgicos de la
muerte neuronal, requiriendo la actividad de la iINOS y la produccion de
peroxinitrito. La muerte celular requiere de la estimulacion con ambos ligandos ya
que ninguno produce pérdida neuronal por separado®.

El AB induce a la glia a ser reactiva in vitro, ya que aumentan los niveles de
proteoglicanos de condroitin sulfato; un inhibidor de la regeneracién neuronal
encontrado en la cicatriz glial®**®°.

La IL-1p sobrerregula la expresion de la proteina S100 (un factor neurotréfico) asi
como a la APP, in vitro. Esta expresion apoyo la idea de que la IL-1p en la EA
dirige la sobreexpresion astrocitica de la proteina S100p3, favoreciendo el
crecimiento de neuritas distroficas necesarias para la evolucién del depdsito del
ABBB,69,87.

Los estudios epidemioldgicos indicaron que los pacientes que toman farmacos
antiinflamatorios o sufren condiciones en las cuales los farmacos antiinflamatorios
son usados de manera rutinaria, han disminuido el riesgo a desarrollar la EA%,

Los astrocitos inhiben la produccion de factores pro-apoptéticos por la microglia
expuesta al AB%.

En cultivo de astrocitos de rata, el AB oligomérico indujé niveles altos de la IL-18,
que diminuyeron con el tiempo. También, indujo niveles altos de la iINOs, NO y
TNFa. ElI AB oligomérico, provocando una respuesta inflamatoria fuerte, mientras
que el AB fibrilar mostré un incremento menor de los factores pro-inflamatorios®.
Las proteinas de choque térmico (HSP) indujeron la activacion microglial dando
como resultado la produccion de citocinas y la aclaracion de AB. Se observaron los
efectos de las HSP70, HSP90 y HSP32 sobre la produccion de IL-6 y el TNFa y la

fagocitosis de Ap1-42 en la microglia de rata®.
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Alteracion de la Barrera Hemato Encefalica (BHE) en la EA.

La BHE mantiene la homeostasis cerebral por la limitacion de la entrada de
sustancias toxicas al SNC, a través de la interaccion de las proteinas
transmembranales e intracelulares que forman las uniones estrechas.
Recientemente, se mostré que la BHE puede ser modulada por las patologias de

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

La disfuncion en la BHE altera el sello de las uniones estrechas, complicando las
enfermedades  neuroldgicas, incluyendo  al infarto 'y  desordenes
neuroinflamatorios®®. Las uniones estrechas forman la barrera primaria que regula
la difusion de fluidos, electrélitos 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 mas de 20 miembros y muestran diferentes
patrones de expresi6n®. Las claudinas forman canales paracelulares y tienen un
papel importante en la tumorogénesis®®.

Se detectaron a las claudinas-1y 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 adquirié una
distribucion perineural bien definida entre la semana fetal 22 y 35. La barrera de
difusién perineural madura relativamente tarde, durante el desarrollo del nervio
periférico humano®®’.

La claudina-7, se expresé en el hipocampo pero no en la corteza. Durante el
kindling amigdalino la claudina-8 fue poco regulada en el hipocampo. Este
resultado enlazo por primera vez la modulacion de la expresion de una proteina de
la union estrecha a una sincronizacion neuronal anormal que probablemente
puede reflejarse en los cambios de la permeabilidad de la BHE o al edema®®®.

En cultivo primario de astrocitos humanos se observo la expresion de la claudina-1
después de aplicar la IL-1B. Se observo la pérdida en la expresion de la conexina-
43, proteina presente en las uniones gap de los astrocitos. La IL-1p reguld la
expresion de la claudina-1, las uniones estrechas y las uniones gap fueron
inversamente reguladas por esta citocina pro-inflamatoria™®.

El AB1-42 soluble presente en el plasma de pacientes con la EA, sugirid que hay
un defecto en la BHE. La administracion intravenosa de AB1-40 y AB1-42 a
ratones mostré que el péptido atraviesa la BHE y que al cruzarla se uni6 de
manera selectiva a neuronas y no a la glia'®.

La BHE es critica para regular el transporte y la homeostasis de AB, a través de
dos receptores, el receptor de la lipoproteina 1 de baja densidad (LRP1) y el
receptor de los productos de glicacién avanzada (RAGE)'%.

Mediante la construccion de anticuerpos dirigidos contra sistemas de transporte,

se observo que el AB atraviesa a la BHE a una tasa de flujo muy lenta®.
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El transporte del AP circulante que atraviesa la BHE contribuy6 a la acumulacion
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 primates'®
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Alteracion neurovascular en la EA.

La disfuncion neurovascular contribuye al deterioro cognitivo y a la
neurodegeneracion en la EA. Se propuso la hipétesis del defecto en la aclaracion
del Ap a través de la BHE, en la cual la angiogénesis aberrante inicia un
desacople neurovascular, la regresion de vasos, la hipoperfusion cerebral y la

inflamacién vascular'®
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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 disminucién en el depdsito del A fibrilar microvascular fue acompanado de la
disminucion de las células neuroinflamatorias asociadas a la microvasculatura 'y en
los niveles de la IL-1B, en ratones transgénicos Tg-SwDI. La importancia del
deposito del amiloide microvascular fue promover la neuroinflamacion en las
enfermedades donde se deposita el amiloide. ElI depésito de amiloide
microvascular induce la neuroinflamacion local en el raton transgénico para la APP

humana, en ausencia del depdésito del amiloide fibrilar'®
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Se atribuyé la falla de la BHE a la presencia del AB en las PN y en la

microvasculatura cerebral*®’.

Células gliales C6 y AB.
A partir del establecimiento de la linea celular C6 de glioma de rata, ésta se ha
usado para realizar modelos in vitro'®. Se mostr6 que la linea C6 y otros tipos

109

celulares secretan per se el AB~". ElI AB reguld la expresion de la proteina

S100p con potencial tréfico o toxico™®. El Ap25-35 fue capaz de inducir la
produccion del oxido nitrico en presencia del TNFa. o el interferon gama (ITNy)**.

Las células C6 mostraron caracteristicas parecidas al glioblastoma multiforme de
humanos. La inmunohistoquimica con el factor von Willebrand mostré que los
tumores inducidos por estas células son altamente vascularizados, *'°. Se observé
que la toxicidad del AB en el cultivo de células C6, disminuyo con la aplicacion del
resveratrol, el cual tiene efectos antiinflamatorios'*?. La privacién del suero al
cultivo de células C6, provoco la alteracion en el procesamiento alternativo de los
exones 7, 8 y 15 de la APP3. El tratamiento con melatonina a diferentes
concentraciones inhibio la apoptosis inducida por el AB25-35 o AB1-42 en el

astrocitoma C6*%,
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JUSTIFICACION

La EA es un padecimiento neurodegenerativo que se caracteriza por la pérdida
progresiva de la memoria. La EA es un problema de salud publica ya que afecta a
mas de 4 millones de personas en el mundo. El andlisis histopatoldgico revela la
presencia de lesiones que la definen. Tales lesiones son las marafias
neurofibrilares y las placas neuriticas. Sin embargo, también esta presente el
componente de inflamacién croénica, que se produce por el depdsito del amiloide
beta (componente central de la placa neuritica), en el tejido cerebral. La expresion
de factores tréficos como las moléculas de adhesion o de crecimiento, debido a la
astrocitosis reactiva observada en el tejido cerebral con la EA, sugieren la
existencia de mecanismos de regeneracion neuritica y neuronal. Estos
mecanismos estan ligados a la activacion de la cascada de factores troficos y de
crecimiento neuronal en cerebros con la EA. Se sugiere que la diferenciacion
astrocitica esta afectada por la interaccion de los factores tréficos, asi como por
los de la matriz celular con la que interactia. Ademas, se ha observado que los
procesos astrociticos estan asociados intimamente a los contactos sinapticos, lo
gue sugiere que los astrocitos alteran la concentracion de sustancias y idnes en la
hendidura sinéptica.

Las evidencias sefalan que, también estdn presentes las alteraciones de la
barrera hematoencefalica y de la placa neurovascular.

Por esta razén, es importante evaluar los efectos tréficos del amiloide beta en un
modelo celular y correlacionarlo con el modelo in vivo.

En el laboratorio se estandarizd el modelo de toxicidad en rata y el modelo en
cultivo celular con células de la astroglia. Es necesario, seguir investigando la
participacion de las moléculas de adhesion, de crecimiento y de proliferacion tanto

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

Evaluar el efecto tréfico del AB25-35 in vivo e in vitro.

Objetivos particulares:

-Caracterizar el efecto del Ap25-35 sobre la expresion de moléculas de adhesion,

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

-Caracterizar el efecto Ap25-35 sobre la expresion de factores angiogénicos como
el factor von Willebrand y el CD105.

-Caracterizar el efecto AP25-35 sobre la expresion de las lectinas como la

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

-Analizar el efecto tréfico del AP25-35 en la activacion glial a través de la

astrocitosis reactiva en el hipocampo de rata.
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HIPOTESIS

Si se produce la activacion astrocitica debido a que el AB25-35 induce cambios en
la liberacion de factores neurotréficos que incrementen el crecimiento, la
proliferacion y la diferenciacion de las células gliales (C6), entonces se modificara

la expresion de factores involucrados en la adhesion celular.
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MATERIALES Y METODOS.

Ensayo in vitro.

Se realiz6 el cultivo a partir de un vial con 1X10° de células C6, las cuales se
descongelaron y sembraron dejandolas crecer hasta obtener una confluencia de
mas del 80 %. Las células se lavaron con solucion salina estéril. Para despegar a
las células, se afiadieron 800 ul de tripsina; se tifieron con el azul tripano (SIGMA)
y se contaron en la cdmara de Neuvauer para sembrar 600 células/100 ul de
medio, por pozo (las camaras son de ocho pozos). Se dejaron crecer por 72 horas.
El péptido fue incubado durante 24 horas, antes de afiadirlo al cultivo, a 37°C en la
incubadora con el fin de polimerizarlo. Para sembrar las células, en cada pozo se
colocaron 300 ul de medio esencial modificado por Dubelco (DMEM) mas suero
fetal bovino (SFB) al 10 % con antibiético (10000 unidades de peneicilina mas 10
ug de estreptomicina) y los 100 ul de medio con las células; se ocuparon dos
pozos para las células control, las cuales sélo contenian el medio DMEM con SFB
al 10 % y se llevaron a 500 ul; a los 6 pozos restantes se afiadieron las
concentraciones crecientes (5, 10, 20, 50, 75y 100 uM) de AB25-35. Finalmente,
las células se dejaron incubar durante 3, 5y 7 dias. Transcurrido el tiempo de
incubacién, las células fueron lavadas con PBS vy se fijaron con paraformaldehido
al 4 %, y se tifileron con Zytox Green y se observaron al microscopio. Se realizo
otro cultivo, en el cual se usaron las concentraciones de 50 y 100 uM de AB25-35
y se dejaron 72 horas incubando. Después de este tiempo se lavaron las células

con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% y realizar inmunocitoquimicas
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con anticuerpos contra claudinas 1, 4, 7y 9 (Sta. Cruz); lectinas Macrobranchium
rosembergii y Sambucus nigra (MRL y SNA), asi 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 seroldgica, se elimin6 el medio de cultivo del frasco y se lavo tres
veces con PBS sin Ca** ni Mg?* (también se puede usar solucién salina estéril).
Para despegar las células se cubrio la monocapa con 800 ul de una solucién de
tripsina+EDTA al 2.5 % (GIBCO). En el microscopio se observaron las células, con
la tripsina (se dejo 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 ul 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
cumulos celulares. Luego, se retiraron las células del frasco y se transfirieron a un
tubo conico de 15 ml, se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente, se retiré el sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular con 2
ml de DMEM.

Se contaron las células por el método de azul de tripano al 0.4 % (SIGMA). Se usoé
azul de tripano porque permite distinguir las células viables de las que no son.
Estas ultimas han perdido su permeabilidad selectiva y se tifien de azul, mientras
gue las células viables permanecen incoloras.

Se prepar6 el medio de congelacion con dimetil sulféxido (DMSO, GIBCO), al 10
% mas suero fetal bovino (SFB) 90 % en ausencia de células, después se
esterilizé con un filtro de poro de 0.22 um (MILLIPORE) y se llevé a la suspension

celular a una concentracién de 1X10° células por mililitro de medio. Se
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resuspendieron las células en la solucion de congelacién. Se tomé en cuenta la
concentracion de células al efectuar la dilucion, se llenaron los criotubos hasta un
mililitro y se cerraron.

Finalmente se rotularon los criotubos, poniendo: linea celular, nimero de pase,
namero de células y fecha. Se colocaron los criotubos en el congelador de -70°C
durante 24 horas, para finalizar, se llevaron al nitrégeno liquido.

Método para descongelar.

Se descongelaron las células poniéndolas en bafio maria calentado previamente a
37°C. En lo que se descongelaron los viales, se prendié la campana. Ya que
estuvieron descongeladas las células, el vial se limpié con alcohol al 70 % y se
abrio con cuidado dentro de la campana. Con una pipeta Pasteur se recuperaron
las células y se vaciaron a un tubo cénico de 15 ml, se diluyeron las células con 9
ml de DMEM solo. Se sembraron en un frasco para cultivo de 25 cm? Se
marcaron y se metieron a la incubadora.

Pase celular.

Se observé que las células estuvieran confluentes. Dentro de la campana se
lavaron 3 veces con solucion salina estéril mas antibiético. Se afiadieron 800 ul de
tripsina, por cada caja de 50 ml se dejaron durante 10 minutos, se dieron
pequefnos 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 desechd el sobrenadante y se recupero el botdn celular. Posteriormente,
se resuspendié el boton celular con 2 ml de medio. Se resuspendi6 varias veces y

se tomd una alicuota de 10 ul de células y se afadio a 990 ul de azul de tripano.
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En la camara de Neubauer se conté un millén de células (1X10°) y se colocaron
en cajas con medio DMEM+SFB 10%-+antibiético. Se dejaron en la incubadora con
una atmosfera hiumeda y aporte de 5 % de biéxido de carbono y 95 % de oxigeno
a37°C.

Preparacion del Medio Esencial Modificado por Dubelco (DMEM).

Se disolvieron 17.32 gr de medio (SIGMA), en aproximadamente 800 ml de agua
desionizada. Se agit6 hasta disolverlo. Por otro lado, se pesaron 3.7 gr de
bicarbonato de sodio (Na,CO3 SIGMA), y se le agregaron al medio con agitacion.
Se ajustd el pH= 6.8. Se aforo a un litro, sin dejar de agitar. Se filtr6 en la
campana, usando una unidad de filtracion, con filtros de papel (MILLIPORE) de
0.45 y 22 um de diametro de poro. Se afiadié el suero fetal bovino (SFB,
BIOMEDA) para alcanzar una solucién al 10%. Se agreg6 al medio, 1 ml de la
solucion de 10000 Ul/ml de penicilina sodica G y 10ug/ml de sulfato de
estreptomicina en solucién salina al 0.85 % (GIBCO), por cada 100 ml de medio.
Se hicieron alicuotas 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.

Preparacion de la solucion stock de Ap25-35.

Un vial de 1 mg de AB25-35 liofilizado (SIGMA) se disolvio en 940 nul de agua
estéril y se hicieron alicuotas de 20 y 50 ul, las cuales se mantuvieron a -20°C
hasta el momento de incubar el péptido para polimerizarlo. El tiempo de

incubacion fue de 24 horas a 37°C.
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Inmunocitoquimica.

Después de fijar en paraformaldehido, las células se enjuagaron con PBS pH 7.4
por 5 minutos.

Se hizo la recuperacion antigénica:

Se colocaron en las camaras de cultivo 500 ul de amortiguador de citratos 10 mM,
pH 6.0.

Se colocaron en un bafio maria las camaras 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 soluciébn de albumina sérica bovina libre de
inmunoglobulinas al 2 % en PBS, durante 10 minutos, en una camara humeda.

Se enjuagaron con PBS durante 5 minutos.

Se dejaron durante 10 minutos en una solucion de tritén 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 fotografias.
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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 via intraperitoneal.

Se hizo la microinyeccion, unilateral en el hipocampo, del AB25-35 por cirugia

estereotaxica, a una concentraciéon de 100uM/1ul, segun las coordenadas del atlas

de Paxinos'*®

(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
sédico y se prefundieron via intracardiaca con paraformaldehido al 4 % en buffer
de fosfatos 0.1 M pH= 7.4, se extrajo el cerebro y se proceso para hacer cortes
histolégicos para su andlisis posterior con la técnica de inmunohistoquimica con
peroxidasa de rabano y el anticuerpo contra la proteina fibrilar &cida (GFAP,
DAKO, Cytomation System).

Se contaron los astrocitos reactivos en cada preparacion, con un sistema de
medicion computarizado en el microscopio Leica IM100. Se hizo el analisis
estadistico con un ANOVA, los resultados son expresados como media * error

estandar (Xte.e.).

Técnica basica de inmunohistoquimica.

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 H,O destilada, 3 minutos.

Inmunohistoquimica para GFAP

Se hizo la recuperacién antigénica: las laminillas se colocaron en buffer de citratos
durante 30 minutos en bafio maria, se dejaron enfriar.

Se hizo el bloqueo de la peroxidasa endégena con una solucion de peréxido de
hidrégeno al 0.33 % durante 30 minutos.

Se enjuagaron 5 minutos con PBS.

Se dejaron las laminillas en una solucion de albumina al 2 % durante 20 minutos,
en una camara humeda.

Se enjuagaron 5 minutos con PBS.

Se dejaron en una solucion de Tritdbn X100 al 0.2 % durante 10 minutos.

Se enjuagaron durante 5 minutos con PBS.

Se incubaron con el anticuerpo primario GFAP monoclonal de raton a una dilucién
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 enjuagd por 5 minutos con PBS.

Se incubd con streptavidin-HRP por 15 minutos.
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Se enjuagd durante 5 minutos con PBS.

Se revelaron las laminillas con diaminobenzidina (DAB+cromogeno):
Liquid-DAB+sustrate chromogen system, DAKO CYTOMATION SYSTEM.

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

Se hizo la deshidratacién con alcoholes graduales.

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

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

Efecto del AB25-35 sobre células C6.

El AB25-35 a diferentes concentraciones provoco cambios morfolégicos en las
células, se diferenciaron a fibroblastos. Estos cambios fueron dependientes de la
concentracion del péptido y del tiempo de incubacién con las células. Se observo
gue a las 72 horas de incubacion, las células empezaron a agregarse hasta formar
cumulos o “colonias”. En estas “colonias” se observaron “conductos”, a las
concentraciones de 50, 75 y 100 uM (flechas, fig. 15), comparado con el grupo
control (c). En los experimentos de 120 y 168 horas se observo 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 inhibicién por contacto y las células se desprenden. Sin embargo,
aun con pocas ceélulas se observaron algunos cumulos (flechas). Es importante

mencionar que no se cambio el medio durante todo el tratamiento.
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Efecto del AB25-35 en células C6 durante 72
horas

Figura 15.-En este panel se observd que las células C6 se agregaron formando “colonias”,
conforme aument6é la concentracién del AB25-35 durante 72 horas de incubacién, se
observan “conductos” a partir de 50 uM (flechas). Tincidn con Zytox green; el aumento es
10X con el fotomicroscopio Leicay con el sofware IM1000.
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Efecto del AB25-35 en células C6 durante 120
horas

Figura 16.- En esta figura se observa que las células tratadas con las concentraciones
crecientes del AB25-35, durante 120 horas, disminuyeron. Tincién con Zytox green; el
aumento es 20X con el fotomicroscopio Leicay con el sofware IM1000.
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Efecto del AB25-35 en células C6 durante 168
horas.

Figura 17.- En todos los ensayos se sembrd el mismo namero de células C6 (700 células
/[pozo). Sin embargo a las 168 horas de incubacion con el péptido se observé una
disminucién de las células.
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Inmunocitoquimica.

Los resultados de la inmunocitoquimica en el cultivo con 50 y 100 uM de AB25-35
fueron evaluadas como: poca positividad (+); abundante (++) y muy abundante
(+++), como se muestra en la tabla 1. Se observé que la claudina 1 (figura 19) fue
positiva en ambas concentraciones, cuando se comparé 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 concentracion de 100
uM, figura 20. La claudina-7 fue muy positiva a ambas concentraciones, figura 21.
La claudina-9 fue muy positiva a la concentracion de 100 uM del AB25-35, 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 uso el anticuerpo para CD105, ésta
fue intensamente positiva en la concentracion de 100 uM, el grupo control y en la
concentracion de 50 uM (fig. 25), se observaron con poca intensidad. Por ultimo,
las células con el factor vonWillebrand mas la proteina glial fibrilar acida (GFAP,
en ingles), mostraron ser positivas a ambos anticuerpos en los grupos
experimentales. Sin embargo, en el grupo control no se observé al factor von
Willebrand pero si a la GFAP, figura 26.
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Control AP25-35 AP25-35
50 uM 100puM
Claud-1 + "
Claud-4 + + T+
Claud-7 + +++ +++
Claud-9 + ++ ++
vonW/GFAP ---/++ +++/+4 +4++/++
CD105 + + F4+
MRL +
SNA + + +

Tabla 1. Se muestra la expresidon 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; proteina glial fibrilar acida

(GFAP). Lectinas MRL y SNA.
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clau-1_CN . clau-1_50AB clau-1_100A

Figura 19. La claudina 1 (clau-1), fue positiva en las dos concentraciones del péptido y se
observo en los agregados celulares-. En azul se observaron los nucleos y fueron tefiidos
con DAPI. En verde la expresién de la claudina 1. El aumento fue de 40X.

clau-4_100A

Figura 20.- La claudina-4 (clau-4) fue positiva en la concentracién de 100 uM, se observo
sobre todo en los agregados celulares. En azul se observaron los nucleos (DAPI), en verde
la expresion de la claudina 4. Se observd que en los tres grupos esta presente. El aumento
fue de 40X.
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clau-7_10AB

Figura 21.- La claudina-7 (clau-7), fue positiva en los tres grupos, especificamente en los
agregados. Se observéo menos intensidad en el grupo control. En azul se observaron
nucleos y en verde la expresion de la claudina: se observd blanco en los agregados
celulares. El aumento fue de 40X.

clau-9_50AB l‘ clad. 10048

Figura 22.- La claudina 9 (clau-9) fue positiva con las dos concentraciones del AB25-35. Sin
embargo, en el grupo control se logré 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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ABS50-SNA AB100-SNA

Figura 23.- La lectina Sambucus nigra (SNA), no fue positiva en ninguno de los tres grupos.
El aumento fue de 40X.

AB100-MRL

AB50-MRL

Figura 24.-La lectina de Macrobranchium rosembergii (MRL), fue positiva solo a 100mM del
AB25-35. También se observé en los agregados celulares. En azul los nucleos y en verde la
expresion de la lectina. El aumento fue de 40X.
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Figura 25.- La CD105 fue intensamente positiva con la concentracién de 100 uM del AB25-35.
Se observé entre los agregados celulares. Se observé a un aumento de 40X

Y
'\ W AB50-VW .
gF i - AB100-VW
: ' GFAP

Figura 26.- El factor von Willebrand (vW), fue positivo a las 2 concentraciones del AB25-35.
Se observé a la GFAP en rojo y en verde al factor von Willebrand, en azul los nucleos. El
aumento fue 40X.
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Efecto de la microinyeccion del AB en el hipocampo de ratas.

Después de la microinyeccion del Ap25-35 (100uM), se observé un incremento no
significativo en los astrocitos activados por el AB25-35 vistos con el anticuerpo
contra la GFAP. Este incremento se mantuvo durante 240 horas (Figuras 27-30). A
partir de las 360 horas se observd un incremento significativo en el numero de
astrocitos (P>0.001, ANOVA) a las 360 y 720 horas, cuando se comparé con el

grupo control. Grafica 1.

Figura 27.- Microinyeccién de AB25-35 (100uM) en el hipocampo de la rata. C-8H=grupo
control a las 8 horas con solucion salina; AB-8H, grupo con AB25-35 a las 8 horas.
Inmunohistoquimica para la proteina glial fibrilar acida (GFAP) con peroxidasa de rdbano
(HRP).
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Figura 28.- Microinyeccion de AB25-35 (100uM) en el hipocampo de la rata. C-24H=grupo
control a las 24 horas con solucién salina; AB-24H, grupo con AB25-35 a las 24 horas.
Inmunohistoquimica para la proteina glial fibrilar acida (GFAP) con peroxidasa de rabano
(HRP).

Figura 29.- Microinyeccién de AB25-35 (100uM) en el hipocampo de la rata. C-360H=grupo
control a las 360 horas con solucion salina; AB-360H, grupo con AB25-35 a las 360 horas.
Inmunohistoquimica para la proteina glial fibrilar acida (GFAP) con peroxidasa de radbano
(HRP).
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Figura 30.- Microinyeccion de AB25-35 (100uM) en el hipocampo de la rata. C-720H=grupo
control a las 720 horas con solucion salina; AB-720H, grupo con AB25-35 a las 720 horas.
Inmunohistoquimica para la proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) con peroxidasa de rdbano
(HRP).
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HIPOCAMPO

200 T dekk

"¢ 1504 T
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8 100+
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o Al325-35
o
# 504

0

8 24 120 240 360 720
P>0.001, ANOVA HORAS

Tabla 1.-En esta grafica se muestra el nUmero de astrocitos activados por horas, por los
efectos del AB25-35. Se hizo la microinyeccién del AB25-35 a una concentracién de 100 uM
en el hipocampo de la rata.
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DISCUSION

En este trabajo mostramos que el tratamiento con concentraciones crecientes del
AB25-35 agregado, afecta el crecimiento y diferenciacién de las células C6. Se
observaron los efectos neurotroficos del AB25-35 en el cultivo celular de la linea
de astrocitoma C6 de rata. Estas células han sido usadas ampliamente en
diversos trabajos.’® Las células C6 tienen una tasa alta de proliferacién y han
mostrado caracteristicas de inducir angiogénesis en un modelo de tumor en
rata'®'%’. Los resultados de este trabajo indicaron que las células modificaron su
crecimiento y se vieron alteradas por las diferentes concentraciones del péptido.
Se observé que a las 72 horas de incubar con el AB25-35 las células se
diferenciaron y no disminuyeron, por el contrario, se observdé que empezaron a
agregarse, de manera dependiente de la concentracion y del tiempo de incubacion
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 inhibicidon por contacto que, en
condiciones normales las células cuando llegan a mas del 80 % de confluencia, se
empiezan a despegar y mueren. Las células C6 a pesar de la administracion del
péptido crecieron y se diferenciaron, se observé que se adherian unas con otras.
El AB no altero el crecimiento celular, en forma independiente de la concentracion
y del estado de agregacion de péptido. Se ha determinado que la forma agregada
es neurotdxica. Sin embargo, en este trabajo la incubacion del péptido por 24
horas, ejercio efectos troficos en el cultivo de la linea celular C6. Se ha reportado
que el tipo celular es importante ya que la liberacion y expresion de ciertos

65115 | as células C6 liberan

factores también es dependiente del tipo celular
factores tréficos'®’. En cultivo de neuronas corticales el AB a concentraciones
subletales baja la regulacion del factor neurotréfico derivado del cerebro’.
También media la activacion aberrante de las proteinas de adhesion focal a
concentraciones bajas™'®.

En condiciones normales, las células astrociticas producen agentes troficos y

factores béasicos de crecimiento®®’®. Se ha visto que el crecimiento celular en
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cultivo depende de las condiciones experimentales en que se trabajen'*. Existen
reportes donde ven diferentes efectos del AB en ausencia del suero™%*3. En las
C6 el medio contenia el suero fetal al 10 %, no se sometieron al estrés de no tener
sustancias nutritivas, probablemente esto permiti6 que, a pesar del péptido las
células sobrevivieran y realizaran la division constante, ya que durante la
incubacion, se observaron células en mitosis.

Por otro lado, se sabe que los procesos patologicos alteran la estructura de la
barrera hematoencefalica. Diversos trabajos han mostrado que el Ap atraviesa la
barrera hematoencefélica a una tasa muy lenta y que se une a dos receptores,

103,104 El

que regulan su transporte paso lento a través de la barrera

hematoencefalica depende de las uniones estrechas que la forman®%*,

Para determinar por qué las células formaron estos agregados, se usaron
anticuerpos contra moléculas como las claudinas, estas proteinas forman parte de
las uniones estrechas que forman la barrera hematoencefalica que se da con la
unién de los astrocitos con las células endoteliales cerebrales. Se ha visto que
participan en la adhesion celular y se expresan en diversos tipos de tumores®®.
En este trabajo la claudina 1 fue positiva a las concentraciones de 50 y 100 uM.
En cultivo de astrocitos primarios se observa su expresion después de aplicar la
IL-1p*®°. En estos resultados, es probable, que el AB indujera la liberacién de esta
interleucina y por lo tanto la activacion de la claudina 1. Se ha visto que esta
claudina se expresa en cerebro asi como las claudinas 5 y 8%. Se localiza en el
perineuro de humano adulto y en desarrollo®. En los oligodendrocitos solo se ha
visto la expresion de las claudinas 11 y 5. La expresion de la claudina 1 se
relacioné de manera reciproca con la expresion de la conexina 43 en cultivo
primario de astrocitos, lo que indico que esta reciprocidad se manifiesta en
estados patolégicos'®.

Las claudinas 4, 7 y 9 fueron positivas a las concentraciones de 50 y 100 uM del
AB25-35, pero no son diferentes al grupo control. Estas claudinas estan
expresadas en tumores de rifién, colén, mama y otros®®. No existen reportes de su

expresion en cerebro.
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La unidad neurovascular se observa alterada en la EA, provocando una
angiogénesis aberrante®. En este trabajo se usaron marcadores angiogénicos
como el factor von Willebrand (adhesién endotelial) y la CD105 (angiogénesis y
adhesion endotelial). Es importante mencionar que las células C6 liberan per se
factores angiogénicos debido a su alta tasa de proliferacién’®. La interaccién con
el AB y el crecimiento de las células provocéd la activacion de factores
angiogénicos tales como el factor von Willebrand o la CD105.

El factor von Willebrand fue positivo con la concentracion de 100 uM del Ap25-35
a las 72 horas de incubacion. Se observé en los agregados celulares que
mostraron el mayor numero de células adheridas. Se sabe que este factor
favorece la revascularizacion en los vasos de todo el cuerpo, cuando existe una
patologia. El factor von Willebrand se expresa en tejido cerebral con Alzheimer en
estados avanzados de la enfermedad, haciendo evidente que hay un dafio en las
células endoteliales®®” 1%,

La CD105 fue positiva las concentraciones de 50 y 100 uM del ApB25-35. Esta
endoglina se encuentra en el endotelio vascular y se expresa en procesos
angiogénicos™*®. Es una glicoproteina que se encuentra en el endotelio vascular.
Se ha visto que se enlaza al factor de crecimiento transformante humano***??. Se
esta usando como marcador en cancer humano*??,

El uso de lectinas para observar alteraciones en el proceso de glicosilacion de las
proteinas es de mucha utilidad en la busqueda de marcadores de las proteinas
alteradas en la EA. En trabajos de nuestro grupo, se detectd en el tejido post
morten de pacientes con la EA, que el patron de glicosilacion esta alterado, en el
cerebro®®. En este trabajo la lectina MRL fue positiva a la concentracién de 100
uM del AB25-35. 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
células™®.

En este modelo celular se mostré que el AB25-35 es neurotrofico en las células
C6. Surge la pregunta ¢En el cultivo de la linea celular C6 de rata, la

administracion del AB25-35 a las concentraciones usadas, provoca la formacion 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 concentracion del péptido.

Por otro lado, en el ensayo con las ratas, la microinyeccién del AB25-35 en el
hipocampo, provocoé la activacion de los astrocitos expresados por la GFAP. Al
contar a los astrocitos, a las 240 horas, el nUmero se incrementd, pero no fue
significativo cuando se compar6 con el grupo control. A partir de las 360 horas
hubo una diferencia significativa. Lo que indicé que el AB25-35 en forma agregada
no se elimind por completo y entonces siguié provocando que los astrocitos se
mantuvieran activados. Es conveniente realizar inmunohistoquimicas con
anticuerpos para detectar interleucinas o el anticuerpo para el A y asi comprobar
si sigue ahi el péptido. EI AB es factor que desencadena la respuesta
proinflamatoria, provoca la liberacion de factores proinflamatorios, tales como la
IL-1B o el TNFa. Se sabe que el AB regula la expresion de la IL-18 y que el TNFa
también ejerce efectos moduladores que desencadenan la liberacién y formacién
de los factores inflamatorios haciendo el circulo “vicioso” de la inflamacion cronica.
Los resultados que se observaron a partir de las 720 horas, afirman el hecho de
que el AB desencadena este proceso inflamatorio cronico, de aqui que, en el
grupo control se disminuyeran de manera significativa los astrocitos activados. En
la literatura, se observa que la microinyeccién, en animales, del AB provoca
efectos téxicos y tréficos dependiendo de la concentracién y del estado de
agregacion del péptido, ya que se observé que la agregacion del péptido es
esencial para su toxicidad. Un modelo como tal para el desarrollo de la patologia
relacionada a la EA no se ha encontrado. Solo la construccion de animales
transgenicos ha puesto de manifiesto caracteristicas de un modelo para la EA, por
ejemplo ratones con el gen de APP o para la proteina 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 AB, sobre todo los efectos téxicos.
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CONCLUSIONES

Se observo el efecto tréfico del AB25-35 en el cultivo de la linea celular C6 de rata.
Este efecto sblo se observd a las 72 horas de incubacion de las células con la
fraccion del péptido.

El crecimiento y la diferenciacion de las células se modificaron con las
concentraciones crecientes del péptido.

Se formaron cumulos de células que se separaron hasta formar “colonias”. Estas
“colonias” mostraron estructuras parecidas a “conductos”, con la concentracion de
100 uM.

Las claudinas 1, 4, 7 y 9 se expresaron en los cultivos a las concentraciones de 50
y 100 uM. También, se expresaron los factores angiogénicos, CD105 y el factor
von Willebrand.

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

que el Ap25-35 no tuvo efectos troficos en el tejido cerebral de la rata.
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