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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se
caracteriza por la pérdida de la memoria. Neuropatolégicamente se observan

marafas neurofibrilares y placas neuriticas que contienen amiloide-p.

El amiloide-3, componente principal de las placas neuriticas (PN), proviene de
la hidrolisis alternativa de la proteina precursora de amiloide (PPA). ElI AB se
agrega en condiciones de alta hidrofobicidad, provocando un cambio
conformacional en el péptido. Se ha descrito que en la secuencia de aminoacidos
del AB existen varios dominios funcionales, entre los que cabe destacar el
dominio de neurotoxicidad AB (2s.35. Estudios in vitro sugieren que la metionina
localizada en la posicion 35 es la responsable del dafio oxidante. El uso de
antioxidantes, como el resveratrol y la epicatequina, evita el dafio que causa el
péptido. Es por eso que en nuestro trabajo evaluamos el efecto del AR 25.35
inyectado en el hipocampo de ratas; cuantificamos la expresién de IL-1B, IL-6,
IL-17 y TNFa, asi como la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y
peroxidacién de lipidos (PL) a diferentes tiempos; ademas utilizamos un pre-

tratamiento con Epicatequina y Resveratrol.

Los resultados muestran que el AP 535 incrementa la expresion de IL-13, IL-6,
IL-17 y TNFa, asi como la formacion de EROS y PL. El pre tratamiento con
Resveratrol y Epicatequina disminuyd la formacién de EROs y PL. También

disminuyo la concentracion de citocinas pro-inflamatorias.
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Abstract

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by memory
loss. Neuropathological hallmarks of this disease are the neurofibrillary tangles and

neuritic plaques.

Amyloid-p is the main component of the neuritic plaques, it cleaves from the
amyloid precursor protein (APP). Amyloid-B’s domains had been described; the
fraction 25-35 is the neurotoxic domain. Studies in vitro suggest that methionine
localized in 35 position is responsible of oxidative damage. The use of antioxidants
as resveratrol and epicatechin prevent damage induced by peptide. In this sense,
our work evaluates the fuction of these antioxidants in rats injected in the
hippocampus with de fraction 25-35. We quantified the expression of IL-1f, IL-6,
IL-17 and TNFa. Likewise we determinated reactive oxygen species and lipid

peroxidation.

Our results indicate that AB 25-35 produces a significant increase of ROS, LP
and expression IL-1B, IL-6, IL-17, TNFa. Pretreatment with epicatechin and
resveratrol decreased the formation of ROS, PL and pro-inflammatory cytokines

concentration.
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I. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que
se caracteriza por la pérdida de la memoria de acontecimientos recientes y de la
capacidad de razonar y manipular objetos cotidianos®. En el estudio microscépico
se observan marafias neurofibrilares (NFT), placas neuriticas que contienen

amiloide-B y la acumulacién de éste en las paredes de arterias cerebrales®.

El amiloide-B (AB), componente principal de las placas neuriticas (PN),
proviene de la hidrélisis alternativa de la proteina precursora de amiloide (PPA)?,
el cual, al encontrarse en condiciones de alta hidrofobicidad, provoca un cambio
conformacional en el péptido. Las PN estan constituidas tanto por el AB-409) COMO
por el ABu.42), €ste Ultimo se encuentra en mayor proporcion dado que es
hidrofébico y presenta un mayor potencial de agregacion, formando un nucleo
sobre el que se deposita el AB(1-40)3. Por otro lado, esta descrito que en la
secuencia de aminoacidos del AB existen varios dominios funcionales, entre los
que cabe destacar el dominio de neurotoxicidad AR (2s.35". ElI AB ejerce efectos

toxicos sobre las neuronas, via estrés oxidante e inflamacion®.

El estrés oxidante, que desempefia un papel fundamental en la patologia
temprana de la enfermedad, provoca la alteracién de la transmision sinaptica, la
cual es promovida por la presencia de especies reactivas de oxigeno (EROSs).
Ademas, el estrés oxidante incrementa la produccion y agregacion del amiloide-f3

favoreciendo la hiperfosforilacién de tau®>.

Se considera que existen varios mecanismos promotores de EROs
durante la enfermedad, uno de ellos es la microglia activada; la cual tiene la
capacidad de producir grandes cantidades de EROs como resultado de la

induccion de la expresion de moléculas pro-inflamatorias y sintasa de 6xido nitrico

15



(NOS), y que ademas produce grandes cantidades de 6xido nitrico (ON), éste

Gltimo, a su vez, produce peroxinitritos altamente dafiinos para la célula®.

Por otro lado, el AB puede promover la neurodegeneraciéon por la
activacion de las células de la microglia. Las cuales, una vez activadas, también
puede activar a los astrocitos y asi, ambos pueden activar la respuesta
inflamatoria contra los depésitos extracelulares del AB®. De esta manera, la
microglia libera una gran variedad de marcadores pro-inflamatorios, especies

reactivas de oxigeno, entre otros*°.

Hasta la fecha no existe cura para la enfermedad de Alzheimer, por lo que
se continua con la busqueda de un tratamiento o preventivo; recientemente, se ha
enfocado la atencion sobre los efectos neuroprotectores de los flavonoides, debido
a que, como es sabido, las células del organismo permanecen en un balance entre

eventos oxidativos y antioxidantes’.

Con la finalidad de encontrar un tratamiento en el modelo experiemental
de Alzheimer en este trabajo utilizamos el modelo de inyeccién intrahipocampal
del AB (2535, en ratas Wistar. Cuantificamos las especies reactivas de oxigeno
(EROs) y la peroxidacion de lipidos (PL) como marcadores de estrés oxidante y
realizamos ELISA para cuantificar las interleucinas pro-inflamatorias (IL-18, 1L-6,
IL-17 y TNF-a) como marcadores de inflamacion. Ademas utilizamos un pre-

tratamiento con flavonoides para evitar el estrés oxidante.

Los datos presentados en este trabajo, demuestran que el peptido AR (s.
35) aumenta la formacion de EROs y LP, y también aumentan las interleucinas pro-
inflamatorias, lo que nos sugiere que el péptido AB (»s.35 ejerce dafio via estrés
oxidante e inflamacién. El pre-tratamiento con el resveratrol y la epicatequina,

disminuy6 dicho dafio.
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II. Antecedentes

2.1 Enfermedades Neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte de
neuronas en diferentes regiones del sistema nervioso y por consiguiente el
deterioro funcional de las partes afectadas®. Estas enfermedades se clasifican
segun la localizacién de las lesiones principales: a) ganglios basales, b) médula

espinal, c) cerebelo, d) sistema nervioso periférico y e) hemisferios cerebrales®.

2.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas frecuente de incapacidad
fisica y mental en personas mayores’. Esta se estudié por primera vez, a través de
los analisis histopatoldgicos del médico aleman Alois Alzheimer, realizados hacia
1906, en una mujer de 51 afios que presentaba un cuadro demencial. Entre los
signos y sintomas sobresalientes se encontraron pérdida de la memoria,
desorientacién en tiempo-espacio y deterioro cognoscitivo progresivo®. Tras el
fallecimiento de la paciente, el Dr. Alzheimer examind su cerebro y observo la
existencia de placas neuriticas seniles (PNs) y marafias neurofibrilares (MNFs).
Estos hallazgos permitieron, por primera vez, separar esta demencia de las

alteraciones producidas por el mero envejecimiento®.

2.2.1 Definicion

La enfermedad de Alzheimer se define como un trastorno neurodegenerativo
irreversible del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza clinicamente por
una demencia progresiva ademas de una serie de anormalidades que afectan
selectivamente regiones neuronales especificas tales como: neocorteza, area

entorrinal, hipocampo, amigdala, ndcleo basal, tdlamo anterior y varios nucleos
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monoaminonérgicos del tallo cerebral. También hay un declive en el
funcionamiento intelectual que abarca funciones como la memoria, el lenguaje, asi
como las funciones ejecutivas, que con el paso del tiempo genera una pérdida o

deterioro global de cada uno de los procesos cognoscitivos™®.

La enfermedad de Alzheimer se clasifica en dos tipos principales, de acuerdo

a la edad en la que aparecen los sintomas:

1) Enfermedad de Alzheimer presenil o de aparicion precoz: cuando los

sintomas se manifiestan antes de los 65 afios'®.

2) Enfermedad de Alzheimer o aparicion tardia: si la enfermedad se manifiesta

después de los 65 afios™.
Por otro lado, la enfermedad puede ser familiar o esporadica®.

En las formas familiares se han identificado diferentes genes cuyas
mutaciones conducen a la acumulacion del péptido AB. Los genes descritos hasta
el momento asociados como factor causal de la enfermedad de Alzheimer familiar
son:

e Gen de la proteina precursora amiloide (PPA), localizado en el cromosoma

21.
e Gen de la presenilina 1 (PS1), localizado en el cromosoma 14.

e Gen de la presenilina 2 (PS2), localizado en el cromosoma 1.
Por otro lado, estd descrito que el alelo 4 de la apoliproteina E (ApoE),

localizado en el cromosoma 19, es un factor potente de susceptibilidad para el

desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la forma esporadica®?.

18



La ApoE tiene tres variantes polimérficas ApoE2, ApoE3 y ApoE 4. La ApoE4
incrementa tres veces el riesgo de padecer la EA en individuos heterocigotos y 15

veces en homocigotos*?*2,

2.2.2 Neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer

El andlisis macroscépico post-mortem de los cerebros de pacientes con EA
severa, revela una reduccidn significativa en el tamafio del cerebro,
adelgazamiento de los giros corticales, agrandamiento de los surcos y dilatacion

de los ventriculos™* (Figura 1).

Figura 1. A) Vision de un cerebro de un paciente con EA. En el hemisferio izquierdo
se eliminé la aracnoides. B) Cortes coronales de un hemisferio proveniente de un
paciente con EA, se muestra atrofia cortical asi como subcortical, se observa
dilatacion de las cavidades ventriculares (Guimera et al., 2002).

A nivel microscépico, existen diferentes lesiones observables: las placas

neuriticas (PNs) y las marafias neurofibrilares (MNFs)*® (Figura 2).

Las marafias neurofibrilares se observan al microscopio como una marafa
compuesta por fibrillas entrelazadas, insolubles (conocidas como filamentos
helicoidales apareados (FHA)). Su principal componente es la proteina tau

hiperfosforilada®’.
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Se sabe que la funcién normal de la proteina tau es unir y estabilizar a los
microtubulos, los cuales forman el citoesqueleto de la neurona y son importantes
en el transporte de proteinas en la neurona. Este proceso de unién y estabilidad
de los microtubulos se da mediante la fosforilacién y desfosforilacion mediado por
la accién enzimatica de cinasas y fosfatas™. Si la proteina tau fosforilada no se
desfosforila es incapaz de unirse a los microtdbulos, generando asi la
polimerizacion de la proteina tau fosforilada en filamentos enrollados; los
filamentos enrollados se entrelazan, formando asi los FHA de tau'®. Los FHA son

estructuras anormales intracelulares que se forman en el pericario de la neurona.

Figura 2. A) Neurona piramidal de la corteza de un paciente con EA. B)
Degeneracion neurofibrilar en neuronas de tamafio medio, puesta de
manifiesto con inmunotincién para la proteina tau (Guimera et al., 2002).

Por otro lado, existen dos tipos de placas, las placas neuriticas (PNs) y las
placas difusas, ambas reconocidas en el cerebro de pacientes con EAY(Figura 3).
Las PNs son depositos extracelulares esféricos de diametro variable (50 a 200

Mm), constituidos por un nucleo central amiloideo rodeado de neuritas distroficas.
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Estas neuritas contienen astrocitos, microglia, restos de lisosomas, mitocondrias y
vesiculas sinapticas, resultantes del dafio neuronal adyacente.!® Las placas
difusas representan el estadio temprano de la formacién de PNs, ya que aunque
no presentan un nucleo amiloideo, ni neuritas distréficas, pero contienen una
pequefia porcion de péptido amiloide®®. La naturaleza y el desarrollo preciso de las
placas han sido de gran interés, dado que se conoce que las mutaciones que
causan la enfermedad de Alzheimer familiar (EAF) involucran alteraciones en la
APP, favoreciendo la generacion del amiloide-. Siendo el amiloide-$ el principal

componente de las PNs®.

Figura 3. A) Corte histoldgico tefiido con Bielschowsky que muestra placas seniles
distréficas en el neuropilo B) Se observa una placa neuritica. Esta es una lesion
compleja que contiene amiloide, procesos neuriticos distréficos y células gliales
reactivas (tefiido con plata de Bielschowsky) (Guimera et al., 2002).
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2.2.2.1 Péptido amiloide-B

En 1984 se aislé y secuencido el componente fundamental de las PNs, un
péptido de 40 o 42 aminoécidos, que se denominé péptido amiloide-p?°. Este
péptido proviene de la hidrolisis alternativa de la proteina precursora amiloide
(PPA). La PPA es una proteina transmembrana con un segmento amino-terminal
extracelular largo y un segmento carboxilo-terminal intracelular corto, cuyo gen se
localiza en el cromosoma 21. A nivel celular, la PPA se localiza en la mayoria de
las membranas de la célula, tales como el reticulo endoplasmico, compartimientos
del aparato de Golgi, vesiculas de secrecion, endosomas y membrana
plasmética®*. No se conoce con exactitud la funcién que desempefia la PPA;
aunque se describe que actla como inhibidor de proteasas en neuronas,
permitiendo perpetuar la sinapsis establecida. Ademas, presenta un papel
neurotroéfico, estimula el crecimiento celular en cultivos y participa en la adhesion
celular (ya que se han encontrado en la PPA dominios de unidn especificos para
laminina, integrina 1-B, heparina y colageno)®.

El metabolismo normal de la PPA en las células se denomina via no
amiloidogénica, mientras que el metabolismo de la PPA que produce AB se

denomina via amiloidogénica (Figura 4).

Via no amiloidogénica Via amiloidogénica

. i BPPAs PNS
aPPAs PPA § —

l

AB —»
Agregacion

Espacio
extracelular

Figura 4. Procesamiento de la proteina precursora de amiloide (PPA) a
través de la via no amiloidogénica y via amiloidogénica (Burgos, 2006).
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LA PPA se hidroliza mediante la accidon de una metaloproteasa denominada a-
secretasa, que escinde la porcidn extracelular de la molécula por el dominio mas
proximo a la superficie de la membrana, produciendo un fragmento denominado
porcion a-soluble de la PPA (aPPAs). Este fragmento se secreta al espacio
extracelular donde actia como un factor autocrino y neuroprotector, mejorando la
sinapsis y supervivencia celular?®. El fragmento carboxilo-terminal C83 queda en la

membrana®*.

Existe un metabolismo alternativo en el que participa una primera enzima
aspartil-proteasa, denominada [(-secretasa o0 BACE, cuya actividad esta
incrementada en la EA?. Esta enzima realiza un corte distal en el extremo N-
terminal, dando lugar a la porcion B-soluble de la PPA (BPPAs), que se libera al
espacio extracelular liberAndose del fragmento carboxilo-terminal C99, el cual
permanece en la membrana. La BPPAs participa en la modulaciéon de la adhesién

y regulacion de la proliferacion celular®.

Otra enzima, la y-secretasa; un complejo formado por las proteinas
presenilinas (PS1 y PS2), Aph-1, nicastrina y Pen-2?°, hidroliza los fragmentos
C83 y C99 por el dominio intramembranal, liberando al espacio extracelular un
fragmento insoluble de 3kDa denominado P3 o AB (17.42) en el caso de C83, y el AB
de 40 6 42 aminoacidos en el caso de C99. En ambos casos se liberan al citosol
los dominios intracelulares de la PPA (AICD) que actian como factores de

transcripcion en el ntcleo®.

El procesamiento de PPA se produce en el metabolismo normal de cualquier
célula, tanto por la via no amiloidogénica como por la via amiloidogénica. Seubert
y colaboradores en el afo de 1992 detectaron que el AB esta presente tanto el
liquido cefalorraquideo (LCR) como en el plasma de sujetos sanos?’. La forma
soluble del AB (1-40) €S la que se produce mayoritariamente durante el metabolismo

normal de las células. Sin embargo, la produccion mayoritaria del AB (1.42) esta
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asociada a procesos patolégicos, como en la EA?®. Por ello, el AR es un producto
metabolico normal que es constantemente anabolizado y catabolizado en el
cerebro, cuyos niveles estacionarios estan determinados por el balance
metabdlico entre ambos procesos. Alteraciones en este balance durante un largo
periodo de tiempo podria provocar la aparicion de depdésitos amiloideos, causando
aumento de la incidencia y desarrollo de la EA, ya que, tanto un aumento del
anabolismo como una disminucion de la actividad de las enzimas que degradan el

AB, favorecen la formacién de PNs?.

La neurotoxicidad del AR fue demostrada, por primera vez, por Yankner y
colaboradores en 1990 en cultivos de neuronas hipocampales diferenciadas, al
observar que el AB inducia la retraccién de axones y dendritas, seguido de la
muerte neuronal®®.

Numerosos estudios demuestran que el AB es neurotéxico solo cuando se
agrega formando fibrillas amiloidogénicas?®. Este se agrega en condiciones de alta
hidrofobicidad, provocando un cambio conformacional en el péptido. Los
oligomeros del AB son los primeros en agregarse. Dan lugar a las protofibrillas que
se ensamblan formando las fibrillas insolubles de conformacién hoja B-plegada,
gque a su vez se agrupan constituyendo parte de las PNs. Las PNs estan
constituidas tanto por el AR (14090 como por el AR (142, aunque este Ultimo se
encuentra en mayor proporcién dado que es altamente hidrofébico y presenta un
mayor potencial de agregacion, este fragmento hace de nucleo, sobre el que se

deposita el AB (1.40)>°.
Ademas, estd descrito que en la secuencia de aminoacidos del AB existen

varios dominios funcionales (Figura 5), entre los que cabe destacar el dominio de

agregacion, de neurotoxicidad y de unién a la superficie celular®®.
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AB(1-40) DAEFRHDSGYEVHHOKIVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV i
I AB(25-35) (dominio neurotoxico) GSNKGAIIGLM I

KLVFE AP(16-20) (dominio de agregacion)
HHOK AB(13-16) (dominio de activacién microglial)
YI'F AB(18-20) (dominio amnésico)

APB(31-34) (dominio de union a la superficie celular) | HGL

Figura 5. Secuencia de aminoacidos del AB (1.4 y del AB (1.40) incluidos sus
dominios funcionales (Burgos, 2006).

El péptido AB (25.35) €S un fragmento pequefio de 11 aminoacidos con secuencia
GSNKGAIIGLM y peso molecular de 160 Da, proveniente del péptido AR (1.42). Se
propone que la AB (s.35 representa la region bioldgicamente activa del AR (1.4
debido a que es una secuencia localizada en la secuencia integral y conserva la

toxicidad del péptido integral AB1.42)*>.

D’ Ursi y colaboradores, en el 2004, propusieron un modelo de la estructura de
este fragmento; ademas, se sabe que esta secuencia tiene el efecto neurotéxico
en las neuronas ya que es capaz de generar retracciobn dendritica y axonal

seguido de la muerte de las neuronas.

Las propiedades citotoxicas de la AR estan mediadas por radicales libres de
oxigeno y factores adicionales (estructura secundaria del péptido, estado de
agregacion, tiempo de exposicion, osmolaridad, cambio de pH y concentracion)
que tienen la capacidad de inducir oxidaciéon de proteinas, peroxidacion de
lipidos®, entre otras. Ademas, conduce a la activaciéon inmune de la microglia y los

astrocitos y los correspondientes procesos inflamatorios®:.
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2.3 Inflamacion

La inflamacién es una respuesta para acabar con la causa inicial de la lesion
celular, como son las células necréticas y los tejidos dafiados resultantes. Si el
tejido no es restaurado, la inflamacion se convierte en un proceso cronico que
continuamente erosiona los tejidos circundantes, lo que ocasiona un deterioro

grave a los tejidos®.

Desde hace tiempo se sabe que la inflamacion es un factor importante, no sélo
en la EA, sino en un gran numero de enfermedades asociadas a la edad,
incluyendo la ateroesclerosis, diabetes, artritis reumatoide y esclerosis mdultiple
(MS)34, 35.

Un rasgo caracteristico de los tejidos inflamados es el aumento del nimero de
monocitos, asi como de macréfagos tisulares, es decir, microglia, células del
sistema nervioso central (SNC)*?*’. La inflamacién del cerebro es una
caracteristica patologica de la EA. Sin embargo, los rasgos caracteristicos
inflamatorios tales como hinchazén, calor y dolor no estan presentes en este.*® La
inflamacion se produce claramente en las regiones vulnerables del cerebro con
Alzheimer, con una mayor expresion de proteinas y citocinas pro-inflamatorias,

que son apenas evidentes en el cerebro normal®®

, incluyéndose las siguientes:
factor de necrosis tumoral- a (TNF-a) en el suero de pacientes con EA* y la
interleucina-6 (IL-6) en el tejido cerebral***?. En comparacién con los controles de
la misma edad, existe un aumento de las células microgliales activadas alrededor

de las placas seniles en la corteza cerebral®,
A su vez, las células microgliales activadas™ y los astrocitos® producen

mediadores inflamatorios tales como las citocinas pro-inflamatorias, especies

reactivas de oxigeno (y otros radicales), éxido nitrico, entre otros*® (Cuadro 1).
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Proteinas complementarias

Inhibidores complementarios

Proteinas complementarias

Inhibidores complementarios

AR AB
Citocinas y Quimiocinas Citocinas y Quimiocinas
IL-1 IL-1
TNF-a TNF-a
IL-6 IL-6
IL-8 IL-8
MIP-1 S100
Especies reactivas de oxigeno COX-2
MHC II

Cuadrol. Productos de la microglia y astrocitos

Ademas, la microglia activada puede matar a las neuronas adyacentes por la
liberacion de productos altamente toxicos, como son los intermediarios reactivos
del oxigeno, por ejemplo: 6xido nitrico (ON), enzimas proteoliticas, los factores

complementarios, 0 amino&cidos excitatorios*’.

Los mediadores inflamatorios y las condiciones de estrés, a su vez, pueden
aumentar la produccién de la APP, favoreciendo la via amiloidogénica e induce la
produccion del amiloide-B (1.42) y de péptidos derivadas de este. En estas
circunstancias, también se inhibe la formacion de la fraccion soluble de APP, la

cual tiene un efecto protector neuronal®.

Por otra parte, AB induce la expresion de citocinas pro-inflamatoria en las
células gliales, éstas activan la cascada del complemento* y la induccién de los
sistemas enzimaticos inflamatorios tales como: la enzima inducible del 6xido
nitrico sintasa (iNOS) y la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2). Varias lineas de
investigacion sugieren que todos estos factores pueden contribuir a la disfuncion

neuronal y muerte celular, ya sea individualmente o en conjunto™.
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2.3.1 Interleucinas

Las interleucinas (ILs) son pequefias proteinas con pesos moleculares que van
de 8.000 a 40.000 Da; originalmente llamados linfocinas y monocinas para indicar
sus fuentes celulares, pronto se hizo claro que el término "citocina" es la mejor
descripcion, ya que casi todas las células nucleadas son capaces de sintetizar
estas proteinas y a su vez, también son capaces de responder a estas moléculas.
Sus actividades biolégicas nos permiten agruparlos en diferentes clases. Las
citocinas son secretadas por una variedad de células inmunes (por ejemplo: los
linfocitos T, macréfagos, células natural Killers). Los efectos biolégicos inducidos
por las citocinas incluyen la estimulacion o la inhibicion de la proliferacién celular,
la citotoxicidad/apoptosis, actividad antiviral, el crecimiento celular, la
diferenciacion, la respuesta inflamatoria y la sobrerregulacion de la expresion de
proteinas de superficie de la membrana. La funcion principal de las citocinas es la
regulacion de la diferenciacion de células T°'. Estas incluyen las proteinas
reguladoras del ILs, los interferones (IFN), los factores estimulantes de colonias
(CSF), TNF y ciertos factores de crecimiento (FC)*2.

Esta demostrado que muchas de estas citocinas son producidas por las
neuronas o glia®>*.

Las citocinas pueden ser divididas esqueméaticamente en>*:

CITOCINAS

Citocinas de lainmunidad innata

Citocinas de lainmunidad adaptativa

Citocinas hematopoyeticas

TNF, IL-1, Quimiocinas, IL-12, IFN de tipo I ( IFN-a, IFN-
B), IL-10, IL-6, IL-15, IL-18, IL-23 e IL-27.

IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TGF-B, Linfotoxina, IL-13 e IL-17.
Factor de las células progenitoras (ligando de c-Kit) IL-7,

IL-3, CSF de granulocitos-monocitos (GM-CSF) CSF de
monocitos (M-CSF), CSF de neutrofilos (G-CSF)

Abreviaturas: CSF ( factor estimulador de colonias), TNF(factor de necrosis tumoral), IFN (Interferdn)

Cuadro 2. Muestra la clasificacion de las citocinas (Abbas et al., 2008).
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2.3.1.1 Citocinas pro-inflamatorias

Algunas citocinas promueven la inflamacion, éstas son llamadas citocinas pro-
inflamatorias, a las citocinas que suprimen la actividad de las citocinas pro-

inflamatorias, se les llama citoquinas anti-inflamatorias®?.

La clase de citocinas de los mediadores de la inflamacion es secretada por la
microglia y los astrocitos que rodean las placas neuriticas AB. Su produccion se

incrementa durante los estados inflamatorios®>2.

Entre las citocinas pro-inflamatorias se encuentran IL-1, IL-6, TNF-a, IL-12,
IFN-y, siendo IL-1 y TNF-a, probablemente, las mas importantes en el proceso
inflamatorio. En general, todas ellas estan implicadas en la activacion de
macrofagos y polimorfonucleares (IFN-y, TNF-q, IL-1) o linfocitos T (TNF, IL-1, IL-
12) produciendo la sintesis de otros mediadores solubles, como: prostaglandinas

(PGs),leucotrienos (LTs), factor activados de plaquetas (PAF), etc™.

2.3.1.1.1 Factor de Necrosis Tumoral-a

El Factor de necrosis tumoral (TNF) es el principal mediador de la respuesta
inflamatoria y responsable de muchas complicaciones de la inflamacion tanto
cronica como aguda. El TNF se identific6 como una sustancia presente en el
suero de animales tratados con LPS bacteriano que causaba la necrosis de los
tumores cuando se inoculaba en los mismos y por ello se le denomina factor de
necrosis tumoral o TNF. Posteriormente, se comprobd que tenia una multitud de
acciones, estando implicado en procesos tan diversos como: Artritis, Esclerosis
multiple, tuberculosis, enfermedad inflamatoria, enfermedad de Alzheimer, entre

otras®®.
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El TNF puede ser producido por macrofagos, polimorfonucleares (PMN) y
linfocitos Thl activados. EI TNF se sintetiza, en primer lugar, como un homo-
trimero en la membrana y posteriormente libera su parte extracelular por una
enzima metaloproteasa llamada TACE, la cual, por el proceso de “shedding” va a

liberar el TNF-a®’.

El TNF-a es una proteina no glicosilada de 17 kDa>’., con una longitud de 157
aa. Esta forma es producida a partir del procesamiento de un precursor de 233 aa
y 26 kDa de peso (pro-TNF-a). Este precursor presenta secuencias hidrofébicas
que le permiten su anclaje a la membrana plasméatica. A partir de esta forma, por
medio de ADAM17/TACE, se va a producir la liberacién de la forma madura. Una
vez liberada al medio, la forma soluble madura tiende a formar complejos de

diferente nimero de unidades, aunque su forma activa es el trimero®.

Aunque originalmente se tomé al TNF-a como un agente antitumoral, en la
actualidad se considera que es una de las principales citocinas implicadas en la
inflamacion, la cual forma parte de la estimulacibn inmunogénica y de la
resistencia a agentes infecciosos y tumores. El rango de actuaciones en el que
interviene es muy amplio incluyendo apoptosis, diferenciacion, proliferacion y
supervivencia. El TNF-a actua de modo autocrino y paracrino (en las células de las
inmediaciones) a bajas concentraciones sobre los leucocitos y las células

endoteliales, causando lo siguiente™:

e Aumento en la expresibn de moléculas de adhesion en las células
endoteliales, lo que facilita la adhesi6n de los leucocitos®®.

e Estimula los fagocitos mononucleares y otras células a producir citocinas:
IL-1, IL-6, entre otras™®.

e Como coestimulador en la activacion de las células T, estimula la
produccién de anticuerpos por las células B>.

e Ejerce una accion protectora frente a virus, parecida a la del interferén, y

aumenta la expresiéon de MHC-I (complejo de histocompatibilidad), con lo
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gue se incrementa la posibilidad de reconocimiento de estas células por los

linfocitos Tc>°.

Si la concentracion de TNF-a es muy alta, pueden ser causantes de su propia

muerte.

A parte de estar involucrado con esta gran cantidad de funciones biolégicas, se
piensa que el TNF-a es un mediador en varias enfermedades neuroldgicas;
incluyendo tanto enfermedades infecciosas e inmunologicas como en el caso de la
esclerosis multiple®®. También es importante su participacién en enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer®.

2.3.1.1.2. Interleucina 183

Es una proteina de 17 kDa sintetizada fundamentalmente por monocitos,
aunque también la producen neutréfilos linfocitos y células endoteliales®’. Es una
citocina pro-inflamatoria que actia como factor quimiotactico de neutrofilos,
monocitos Y linfocitos, siendo asi, un iniciador importante de la respuesta inmune,
jugando un papel clave en la aparicion y desarrollo de una compleja cascada
inflamatoria, hormonal y celular. La principal funcién de la IL-1, al igual que la del
TNF, es mediar la respuesta inflamatoria del huésped a las infecciones y a otros
estimulos inflamatorios. La IL-1 actda junto con el TNF en la inmunidad innata e

inflamacion®.

Hay dos formas de IL-1, llamadas IL-1a e IL-13, que muestran una homologia
entre si, inferior al 30%, pero que se unen a los mismos receptores de superficie y
median las mismas actividades biolégicas. La IL-1B es escindida proteoliticamente
por una proteasa denominada enzima de conversion de la IL-1B (ICE en ingles IL-
1B converting enzyme) para generar la proteina secretada biolégicamente activa®

(caspasa 1).
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Los efectos biologicos de la IL-1 son similares a los del TNF-a y dependen de
la cantidad de citocinas producidas. En concentraciones bajas, actia como
mediador de la inflamacion local, actGa sobre las células endoteliales aumentando
la expresién de moléculas de superficie®® En concentraciones mayores, entra en

la circulacion y ejerce efectos endocrinos.

Existe evidencia de un aumento de la IL-1B en el liquido cefalorraquideo vy el
parénquima cerebral dentro de las primeras horas después de la lesién cerebral
en los seres humanos y roedores®. Sin embargo, esta documentado que la IL-1
juega un papel importante en la degeneracion neuronal. En los astrocitos, la IL-1
induce la produccion de IL-6, estimula la actividad de la iNOS®* e induce la
produccion de MCSF. Ademas, la IL-1 aumenta la actividad de Ila

acetilcolinesterasa neuronal y la activacién microglial®.

2.3.1.1.3. Interleucina 6

Es una glicoproteina de 30 kDa producida por diferentes tipos de células,
incluyendo fibroblastos, monocitos, linfocitos y células endoteliales. Esta
considerada como una citocina pro-inflamatoria, ya que es secretada en grandes

cantidades tras el TNF y la IL-1 durante infecciones agudas®®.

La forma funcional de la IL-6 es un homodimero en el que cada subunidad
forma un dominio globular de cuatro hélices a®® ®’. El receptor de cada IL-6 consta
de una proteina de unién a citocinas y una subunidad transductora de sefiales;
ambas pertenecen a la familia de receptores de citocinas tipo |. La subunidad
transductora de sefiales tiene un tamafo de 130 kDa, ésta activa una via de
sefalizacion de JAK/STAT y también es el componente de sefalizacion de otros

receptores de citocinas®®.

Asi, la IL-6 es una citocina multifuncional que juega un papel importante en la

defensa del huésped °® con efectos reguladores importantes de la respuesta
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inflamatoria®’®®

gue ademas, tiene efectos neurotréficos tanto directos como
indirectos en las neuronas®’. La IL-6 promueve astrogliosis®®, activa la microglia’

y estimula la produccién de proteinas de fase aguda’.

2.3.1.1.4. Interleucina 17

La interleucina 17 es una proteina de 155 aa que es secretada por una
glicoproteina con una masa molecular de 35 kDa’®>. Cada subunidad del
homodimero es de aproximadamente 15-20 kDa. lLa estructura de la IL-17
consiste en un péptido sefial de 23 aa seguido por una cadena de 123 aa de la
familia IL-17. Comparando la estructura de esta Interleucina con otras, se reveld
que tiene cuatro cisteinas conservadas que forman dos enlaces disulfuro’. Siendo
asi la IL-17 es la uUnica que no tiene ninguna semejanza con las de otras

interleucinas. Ademas, la IL-17 no se parece a cualquier otra proteina conocida’.

La interleucina 17 es una citocina que actia como un potente mediador en
reacciones de tipo celular mediante el aumento de la produccién de quimiocinas
en diversos tejidos para reclutar monocitos y neutroéfilos al sitio de la inflamacion,
similar al interferon gamma. Esta interleucina es producida por células T
cooperadoras e inducida por IL-23 cuando se presenta dafo tisular destructivo en
reacciones de tipo retardado’™. La interleucina 17 responde a la invasién del
sistema inmune por patégenos extracelulares e induce la destruccion de la matriz

celular del patégeno. La cual actia sinérgicamente con TNF-a y con la IL-1B°C.

Numerosas funciones de regulacion inmune son reportadas para la familia IL-
17 de citocinas, debido a que inducen muchas moléculas de sefalizacidon
inmune. El papel mas notable de la IL-17 es su participacién en la induccién de
respuestas pro-inflamatorias y mediadores. IL-17 comUunmente se asocia con
respuestas alérgicas. De igual manera, induce la produccion de muchas otras
citocinas (como IL-6, G-CSF, IL-1B, TGF-B, TNF-a), quimiocinas (incluyendo IL-8,
GRO-a, y MCP-1) y prostaglandinas (por ejemplo: PGE;) de muchos tipos de
células (fibroblastos, células endoteliales, células epiteliales, queratinocitos y
76,77

macrofagos)
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La funcién de la IL-17 también es esencial para un subconjunto de células
CD4+ T, llamadas T helper 17(T , 17). De igual manera, estd relacionado con
muchas enfermedades inmunes / autoinmunes incluyendo artritis reumatoide,

asma, enfermedades neurodegenerativas, entre otras’’.

2.3.2 Péptido Amiloide-B e Inflamacién

La inflamacion es una respuesta inmunologica protectora fundamental, pero
cuando no es regulada, puede llegar a ser un cofactor importante en la
patogénesis de muchas enfermedades humanas cronicas, incluyendo EA’®. Los
astrocitos y la microglia son células que juegan un papel fundamental en el
proceso de inflamacion, las cuales desempafian mudltiples funciones en la
organizacién y mantenimiento de la estructura y la funcién’® del cerebro. Recientes
investigaciones sugieren que los astrocitos y la microglia modulan dinAmicamente
el procesamiento de la informacion, la transmision de la sefial y la regulacion de la
plasticidad neuronal y sinaptica®. Estas células dotan a las neuronas con el
soporte metabdlico y también regulan el crecimiento dendritico, ademas de ser
guia de axones®’. Estas células tienden a localizarse alrededor de las placas
amiloides, lo que sugiere que la deposicién de AR es un potente desencadenante

de la activacion astroglial en el cerebro con EA.

Microglia, astrocitos y neuronas son los responsables de activar la reaccion
inflamatoria mediante las citocias e interleucinas®. Recientemente, se ha
demostrado que AR promueve la activacion de NF-kB en el hipocampo y la corteza
prefrontal a través de una via dependiente de TNF-o®3. Corroborando estos
hallazgos, Carrero y sus colegas encontraron que los niveles de NF-kB se
incrementan en astrocitos después de administrar AR en la corteza de rata.

Aunque estos autores no han relacionado experimentalmente la activacion de NF-
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kB a la regulacion de TNF-a, IL-1B y los niveles de COX-2, es probable que esta

ruta condujera a la expresion de estas proteinas en respuesta a AR (Figura 6)%*.

Activacion de microglia
y astrocitos.

TNF-a, IL-1B
COX-2

S

NF-kB

L

» | Activacién de bEstrésoxidante

Activacionde | oo oo e -

Figura 6. Los péptidos AR son
pro-inflamatorias. Estos activan
microglia y astrocitos que liberan
mediadores inflamatorios. Los
cuales activan NF-kappa B, que
también se activa por estrés
oxidante. La activacién patoldgica
de NF-kB activa BACE1l, lo que
aumenta los niveles del péptido AR,
credndose asi un circulo vicioso.

-------- (Chami et al., 2012)

BACE1

Carrero y sus colegas investigaron los mecanismos de la activacién astroglial
en respuesta a oligdmeros AR en la corteza de rata in vivo. La inyeccién de
oligobmeros de AR en la corteza, evidencia la activacion del factor transcripcional
factor nuclear kB (NF-kB) sobre la regulacion de mediadores inflamatorios criticos,
a saber, TNF-a, IL-1B v la ciclooxigenasa-2 (COX-2)®° (Figura 7)%.

C A, OLIGOMERS

REACTIVE
ASTROCYTE

[[B1s]) TNF-a COX-2

Figura 7. Carrero y sus colegas
mostraron que los oligémeros de
AR42 activan NF-kB, que
probablemente es el resultado de la
sobre regulacion de mediadores
proinflamatorias (TNF-a, IL-18 y
COX-2) (Medeiros et al., 2013)
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En particular, estd demostrado que estas vias inflamatorias juegan un papel
critico en la patogénesis de la EA. Dentro de esta via inflamatoria encontramos a
las citocinas, las cuales, son importantes moduladores de la comunicacion
neuronal y la desregulaciéon en su produccion podria contribuir a desencadenar
diferentes patologias, ya que son reguladoras clave para la respuesta inmune
innata y adaptativa. En el cerebro, las proteinas mas notables son: de las
citocinas; el factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a), interleucina-1-beta (IL-1B),
interleucina-17 (IL-17) y interleucina-6 (IL-6); la familia de interferon-gamma (IFN-
y) y el factor de crecimiento transformante- beta (TGF-B). Todos ellos actuan en
contexto para modular los procesos inflamatorios que afectan la permeabilidad de
la BHEY'.

Estudios recientes han utilizado animales transgénicos con modificaciones
especificas de los genes que expresan la IL-1B para investigar la contribucion de

8 y muestran que los ratones con

la inflamacion en la neurodegeneracion
deficiencia de IL-1B muestran una reduccion en la muerte celular a pesar de que
los animales son sometidos a diferentes dafios neuronales. Esto indica la
importancia que tiene la IL-1B en la promocion del progreso de la
neurodegeneracion. Asi mismo, esta demostrado que la IL-18 induce la expresién
de la INOS que desencadena la liberaciéon de NO en las células gliales (astrocitos

y microglia) y causan estrés oxidante®°.

2.4. Estrés oxidante

En el periodo de 1956-1966, Rebeca Gerschman, como parte de su teoria de la
toxicidad del oxigeno, formuld la hipdtesis de que: “Un aumento de la presion
parcial de oxigeno o disminucion de las defensas antioxidantes llevan igualmente
a un dafo celular’. Con base a esas ideas, en 1985 Helmut Sies elaboro el
concepto de estrés oxidante como una situacion de desequilibrio con un aumento

de oxidantes o con una disminucién de antioxidantes® (Cuadro 3). Al romperse
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este equilibrio, las especies reactivas aumentan, se producen dafios al ADN, a las
proteinas y a los lipidos. Estos dafios pueden ser reversibles al ser reparados o al
remplazar a las moléculas dafiadas. Sin embargo, si en la célula se producen
especies reactivas en exceso, o bien, los sistemas antioxidantes de la célula no

responden adecuadamente, la célula puede morir®..

Peroxinitrito Enzimaticos
Radical hidroxilo Superoxido dismutasa
Radical alquilo (Mn-SOD y Cu, Zn-SOD)
Radical peroxilo Catalasa
Radical alcoxilo Glutation peroxidasas

Hidroperdxidos organicos (Se-dependiente y Se-independiente)

Oxigeno singulete

Pro-oxidantes No enziméticos

Radical superéxido
Perdxido de hidrégeno

Oxido nitrico

Glutatiéon reducido
a-tocoferol

Acido ascérbico

Ubisemiquinona

Cuadro 3. Principales oxidantes, prooxidantes y antioxidantes en las células de los mamiferos
(Konigsberg et al., 2008).

2.4.1. Radicales libres

Un radical libre es un atomo o molécula neutra o cargada, que contiene uno o
mas electrones desapareados, ya sea por pérdida o ganancia de estos. La
existencia de electrones desapareados incrementa la reactividad de la especie
quimica, pues los electrones tienden a aparearse con un electron libre de otro
atomo o molécula. Los radicales libres se generan por la adicion o remocion de un
electron en una reaccion de Oxido-reduccion, durante el metabolismo de la

célula’®.
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Actualmente los radicales libres también son conocidos como especies

reactivas de oxigeno (EROSs) y especies reactivas de nitrdgeno (ERNS).

Segun

Halliwell, en 1996, tanto EROs como ERNs son términos globales que incluyen

radicales y algunos no radicales (Cuadro 4) que son agentes oxidantes del

oxigeno y del nitrdgeno. Algunos radicales a veces aparecen clasificados en

ambas categorias’’.

Hidroxilo
Alcoxilo
Hidroperoxilo
Superoxido
Peroxilo
Oxido nitrico

Di6xido de
Nitrégeno

Cuadro 4. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxigeno

.OH

RO-

HOO-

02--

ROO-

NO-

NO2-

Peroxidos organicos  ROOH
Oxigeno singulete o,

Peroxido de hidrégeno H,0,

Acido hipocloroso HCIO
Acido nitroso HNO,
Cation nitrilo NO,"
Peroxinitrito ONOO

Acido peroxinitroso ONOOH
Alquil peroxinitritos ROONO
Ozono O3

Acido hipobromoso  HBrO

(EROs). Modificada de Halliwell y Whiteman (2004).

Son muchas las EROs que actian como oxidantes biologicos. La capacidad de

cada radical o ERO viene determinada desde el punto de vista quimico, por cuatro

caracteristicas basicas, como son:

reactividad, especificidad, selectividad y

difusibilidad. El O,¢ es el mayor reductor, la simple adicion de un protén da lugar a
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la formacion de H,O, convirtiéndose en un agente oxidante muy activo, selectivo y
especifico. EI O, no es particularmente reactivo con lipidos, glucidos o acidos
nucleicos y exhibe reactividad limitada con determinadas proteinas.”® El Oe
reacciona con proteinas que contienen metales en su grupo prostético. El OHe,
sin embargo, reacciona con cualquier molécula que tenga cerca, sin especificidad
algunay el peligro radica en la importancia funcional del compartimiento celular en
el que se origina o la molécula a la que ataque. Asi pues, si ataca al ADN puede
producir o generar graves alteraciones. Por el contrario, si la produccion del
radical tiene lugar en un entorno como el plasma y la molécula dafiada es una
enzima que se encuentra presente en gran cantidad, el dafio biolégico real sera

practicamente imperceptible & %2,

Los radicales libres se producen de forma natural como intermediarios o
productos de numerosas reacciones oxidativas de las células, asi como a traves
de diversos procesos fisico-quimicos o de bio-transformacién®. También existen
fuentes externas, es decir, de origen tanto enddégeno como exdgeno. Los EROs
pueden producirse a través de la exposicion a oxidantes del medio ambiente,
toxicos y metales pesados que pueden perturbar el equilibrio entre las reacciones
de reduccion celular y las de oxidacion, alterando la normalidad de las funciones

biolégicas’’(Figura 8).

Membrana

R —— celular

= %
y N
Daiio en membrana » ; b %
celulay Mitocondrias ‘%\
’ 4 o Nucleo A
L & B Nucleol " Danio en membrana
g‘ k = -\ucleolo celular
N N L
Radical libre %\‘ ; -
2 8 Radical
% v ‘; libre
) | = . Radical ,,‘ﬁ
J py 2 libre 4
Radical libre 7S e 4
- N e >
ﬂf,/ &\5‘15,\-_@;.‘_:”, $S§‘,,<,_¢)?
\\ U i ’l ,\\‘\
SN D\.; Figura 8. Ataque de los radicales libres a una célula
o (Austad. 1997
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2.4.1.1. Fuentes endodgenas

Las principales fuentes enddgenas de radicales libres en la célula son

94,95,

La cadena de transporte de electrones mitocondrial, a nivel fisiolégico es
considerada como la mayor fuente de formacién de radicales libres de
caracter accidental. Del total del oxigeno que llega a la mitocondria, la
cadena de transporte de electrones es la responsable de la formacion del
anion superoxido que por accion de la supéroxido dismutasa pasa a
peréxido de hidrogeno y éste a radical hidroxilo mediante la reaccion de
Fenton o de Haber-Weiss. Cualquier situacion que produzca un aumento en
el consumo de oxigeno aumentard de forma proporcional a la generacion

del radical superéxido %2,

Sistema xantina-oxidasa. La xantina-oxidasa es la primera oxidasa
identificada como productora de radicales libres. Esta enzima cataliza la
oxidacion de un gran numero de sustratos enddégenos; como las purinas,
pirimidinas, aldehidos y exdgenos como el etanol. Estd considerada como
una enzima constituyente del catabolismo de las purinas en la mayoria de
las células, cataliza los pasos terminales de la via de degradacién de la
purina o de la oxidacién de hipoxantina a xantina y de la dltima a acido
arico, acoplando a dicha oxidacion una reduccion monovalente del oxigeno
molecular. Como consecuencia se producen peréxido de hidrégeno y anion
superoxido®222,

Metabolismo del &cido araquidénico. El &cido araquidonico es un acido
graso insaturado de cadena larga que posee cuatro dobles enlaces. Es un
precursor de las prostaglandinas, leucotrienos y troboxanos, los cuales, al
sintetizarse se oxidan por accién de la ciclooxigensas y lipooxigensas,

generando anidn superoxido cuando hay NADH o NADPH disponibles. Al
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mismo tiempo, pueden generarse peroxidos intermedios tanto por la via de
82,83

la ciclooxigenasa como por la via de la lipooxigenasa
Fagocitos y otras fuentes de radicales. Las células fagociticas constituyen
otra fuente biologica importante de radicales libres, principalmente de anién
superoxido®222,

Formaciéon de hemoglobina y mioglobina. La oxidacion de estas
hematoproteinas pueden producir radicales libres de oxigeno.

El transporte electronico microsomal (reacciones de hidroxidacion).
Denominado como citocromo p450 es, en realidad, un conjunto de
citocromos localizados en el reticulo endoplasmico y otros organelos
implicados en la oxidacidbn de sustratos a expensas de oxigeno que
requiere poder reductor en forma de NADPH, aportado por la NADPH-
citocromo p450 reductasa, liberando peroxido de hidrégeno y anion
superoxido®22,

NADPH. La nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH ox)
es un complejo enzimatico que fue identificado en células fagociticas como
neutréfilos, eosinéfilos, monocitos y macréfagos®; posteriormente se
encontraron andlogos de esta enzima en células no fagociticas”. La
funcién de este complejo enzimatico es la generacion del O,°" por medio de
la extraccion de electrones de su sustrato, el NADPH intracelular, y que
posteriormente son transferidos al oxigeno molecular para generar® O,
es decir, la oxidacién del NADPH y la reduccion del oxigeno molecular
(Reaccion 1). 20,+ NADPH - 20, + NADP* + H*

El anion superoxido generado por la NADPH ox es utilizado como

materia prima para la produccion de otras EROs que se utilizan para la

defensa del hospedero. Por otro lado, si existe una sobreactivacion de esta
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enzima entonces se generan dafos colaterales significativos debido a la

presencia de las EROs (Figura 9)*°

0,
e
Superdéxido Peroxido

B o, 0, HOCI

NADPH

NADP + H*

\

../

Acido
hipocloroso

Figura 9. Productos de la NADPH. El
superoxido se dismuta a perdéxido de
hidrégeno. EI H,O, y el 02°- pueden
reaccionar para producir el °OH en
presencia de iones metalicos. El H,O,
puede también servir como un sustrato
para la mieloperoxidasa (MPO) mediando
la oxidacion de haluros. Las EROs pueden
entonces producir dafios al interaccionar
con los constituyentes celulares (Cross et

Dafioa

al., 2004)

OH + OH® ——————— proteinas,
Radical lipidos y
DNA

Hidroxilo

2.4.1.2 Fuentes exogenas

También existe un origen exégeno de EROs. Dentro de este grupo destacan las
radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioleta, luz visible en presencia de
fotosensibilizadores y activacion de xenobidticos que ejercen su accidén téxica
mediante sus productos intermediarios reactivos considerados como radicales
libres. Entre ellos se encuentran diversos pesticidas, el humo del tabaco,
antimicrobianos como la adriamicina,**®!** farmacos anticancerigenos®’ y otros

medicamentos®’ capaces de incrementar el estrés oxidante %1%,

Aunque tradicionalmente las EROs, se han observado desde un punto de vista
negativo para la funcion y la viabilidad celular, también juegan un papel importante
en el origen de la vida y la evolucion biolégica con efectos beneficiosos en los
organismos. En los dltimos afios se reconociod y revaluo la funcion de las EROs y
su papel en funciones de la sefalizacion y de la modulacién de la expresion
génica. De hecho no es facil catalogar a las EROs como moléculas beneficiosas o
dafiinas. Segun Jackson y colaboradores en el 2002, todo depende del proceso

celular que se analice, para ello estos autores toman dos ejemplos:
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El papel de las EROs en los procesos de inflamacion también puede ser
ambivalente. Son vistos como beneficiosos en el papel pro-inflamatorio ya que
proporciona un perfeccionamiento en la respuesta inmune siguiendo a la infeccion.
Por otro lado, las EROs causan oxidacion a biomoléculas tales como lipidos,
moléculas de colesterol, glucidos, proteinas y acidos nucleicos; las cuales son

susceptibles de ser atacadas in vivo por radicales libres.

Particularmente el cerebro es vulnerable al estrés oxidante ya que presenta
una elevada tasa metabdlica derivada de la glucosa, posee niveles muy bajos de
defensas antioxidantes, contiene altas concentraciones de &cidos grasos

poliinsaturados; que son posible blanco de la peroxidacién lipidica’®.

2.4.2 Peptido Amiloide-B y estrés oxidante

El péptido AB induce efectos neurotoxicos a través de formas extracelulares e
intracelulares. La toxicidad de los AR es dificil de precisar debido a que su
agregacion in vivo genera diversas formas: monoémeros, oligdbmeros solubles,
oligobmeros insolubles, fibrillas amiloides, etc. Algunos estudios han demostrado
que el AB soluble no es toxico, pero al formar las fibrillas adquiere las propiedades

dafinas'®.

Mediante la utilizacion de ensayos in vitro se sabe que los péptidos que
contienen al fragmento hidrofébico 29-35 (GAIIGLM) forman lentamente
agregados estables y se transforman en neurotoxicos después de un proceso de
incubacion. En cambio el fragmento 25-35 (GSNKGAIIGLM), descrito como la
parte mas toxica del péptido, se agrega rapidamente y es neurotoxico de forma
inmediata'®. Todos estos estudios demuestran que es necesaria la transicion del
péptido de una forma soluble monomérica a una insoluble o fibrilar para que sean
toxicos a la célula y que esto es el resultado de un cambio al azar en su estructura
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secundaria (a-hélice) a una de lamina B Asimismo, en 1999 Walsh y
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colaboradores reportaron que los monémeros y dimeros del AR no son téxicos
para las células, mientras que oligdbmeros agregados de bajo peso molecular
llamados protofibrillas si lo son'®’.

La toxicidad de los oligdbmeros o grandes agregados de fibrillas se ve reflejado
en la afectacion de los procesos celulares fundamentales. Por ejemplo, la
interaccion de las placas con las membranas celulares podria causar dafios por

bloqueo mecanico de los intercambios celulares con el exterior o bien, al aumentar
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los radicales libres y asi generar estrés oxidante Los péptidos AB se generan
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en respuesta a la degeneracion celular 6 bien son la causa de la degeneracién
y éstos, en su etapa inicial de agregacién, generan a las especies reactivas de
oxigeno *° (Figura 10)**,

Nucleacion
O)

- e-§¢ -

Monémero Dimero Oligomero Niicleo
. AB Configuracion optima
*  lon metalico Para la generacion de ERO Protofibrilla Fibrilla
B 0: +2H* H10;
\lf}
M” M
.. \l" '. ;1\1”” . . .
- Figura 10. Los oligdbmeros solubles junto
con sus iones metdlicos con actividad
";"“;af(’;smo de formacién redox son potenciales responsables de la
N generacion del H,0,. (Tabner et al 2010)

Los estudios de Behl y colaboradores™? sugieren que estos péptidos pueden
generar un aumento en los niveles de H,O, y, en especial, cuando existe la
interaccién del AB con metales como el Fe y el Cu genera ademas EROs

altamente tdxicas (Figura 11)**°.
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Figura 11. Formacion de EROs por interaccion de AB con Fe**y Cu*
(Modificado de Martinez Lazcano et.al., 2010)

Diversos estudios indican que la presencia de iones metélicos puede ser
fundamental tanto para la fibrilizacion del AR, como para la iniciacion de la
generacion de especies de oxigeno reactivas (EROs) relacionadas con el proceso
de estrés oxidante™*. Mediante ensayos in vitro se conoce que en ausencia de
estos iones metalicos, el A es monomérico y presenta una conformacion a-hélice
y no forma agregados'’®. Estudios epidemiolégicos han sugerido una alta
incidencia de la enfermedad de Alzheimer asociada con niveles ambientales
elevados de AI**, Zn?" y Fe* ®. Asimismo, se detectd un alto contenido de AI**,

Fe®*, Cu** y Zn®" en el cerebro de pacientes con esta enfermedad.

Bush y colaboradores en 1999 sugirieron que el Cu®* juega un papel
importante en el estrés oxidante producido por el AB™’. Estos investigadores
proponen que el AB provee de un electron al Cu?* unido al péptido, formando

Cul+118
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Atwood y colaboradores™®, han caracterizado al AR como una metaloproteina
que une iones de elementos de transicion por medio de tres histidinas (posiciones
6,13 y 14) y una tirosina (posicion 10), localizadas en la parte hidrofilica N-terminal
del péptido, y una metionina 35 en la region lipofilica C-terminal*?°. Algunos
estudios indican que los residuos de histidina son importantes para la agregacion
del AB, ya que la ausencia de histidinas'?, o la modificacién de estos residuos,

disminuye notablemente la agregacién del AB promovida por el Cu?*, Zn** o
Fe3+122

Por otra parte, los péptidos que pierden la metionina 35 tienen una baja

capacidad de reducir al Cu2+. La sustitucién de este residuo por otro aminoacido

elimina la accién prooxidante del péptido 25-35'%3

d124.

y disminuye la oxidacién de
proteinas, asi como su neurotoxicida Sin embargo, la presencia de la
metionina 35 no es suficiente para explicar la actividad redox del péptido y su
neurotoxicidad ya que, en la rata, el Ap que posee la metionina 35 carece del sitio

clave de union a iones metélicos (histidina 13).

El grupo de Butterfield se propuso un modelo de estrés oxidante para explicar
la neurotoxicidad del AR basada en el residuo metionina 35. Este aminoacido esta
asociado con la formacién de fibrillas y la generacion de estrés oxidante, lo cual,
se demuestra en ensayos in vitro, en los que se sustituyé este residuo por un
aminoacido del mismo tamafo y la misma hidrofobicidad que la metionina, pero
con un grupo -CH2 en lugar del &tomo de azufre del grupo tioeter de la metionina.
Este cambio no provoca oxidacion de proteinas o toxicidad en ensayos realizados
con neuronas de hipocampo adn en presencia de Cu®* *?°. La metionina 35 es el
residuo mas susceptible a la oxidacion in vivo, especialmente bajo condiciones de
estrés oxidante'?®. El estudio de placas seniles que contienen al AR 1-40 muestra
una gran proporcién de metionina sulféxido™®’. Se conoce que la oxidacién de
residuos de metionina altera significativamente la estructura secundaria de los

mismos e induce una estructura de lamina p*?’.
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Existen otros mecanismos por los cuales se manifiesta la toxicidad del AB, que
incluyen: Formacion de poros en la membrana que causa una pérdida en la
homeostasis del calcio y el flujo de Ca** hacia las neuronas'?®. Se demostré que

el fragmento AB (2s.35) induce la formacion del poro*®

.Por otro lado, el AR se une y
modifica la funcion de la enzima alcohol deshidrogenasa, promoviendo, asi, la
disfuncién mitocondrial. Las mitocondrias juegan un papel importante en la célula,
ya que estas producen la energia que se requiere. El desequilibrio entre la
produccion de EROs mitocondrial y el nivel intracelular de defensas antioxidantes
conlleva al estrés oxidante. EROs también puede causar dafio oxidante al ADN
nuclear y mitocondrial, este dafio incluye modificacion en los pares de base, rotura

de la hebra y entrecruzamiento del ADN**°.

Varios informes sugieren que AR incrementa el estrés aumentando la
peroxidacién lipidica. Debido a que los lipidos son componentes de la membrana,
la interaccién de los oligbmeros y protofibrillas de AB con ésta provoca el
deterioro de los procesos celulares originando estrés oxidante, aumento de la
concentracion de iones de calcio e inflamacion, que a la larga conduce a la muerte

celulart®?,

2.4.3 Peroxidacion Lipidica

La peroxidaciéon lipidica (PL) es un mecanismo conocido de dafio celular,
siendo por ello utilizado en ocasiones como indicador del estrés oxidante y

también como biomarcador de contaminacién ambiental.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son fundamentales en la célula ya
gue forman parte de los fosfolipidos de las membranas celulares y son
responsables de su fluidez. Se encuentran en todas las membranas de la célula.
Su funcion es mantener la integridad celular. Los PUFAs son las moléculas
biolégicas mas susceptibles al estrés oxidante. A su degradacién se le denomina

peroxidacion lipidica. Esto se debe a que poseen dobles enlaces C=C de tipo cis
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separados por un CH2 alilico lo que les hace especialmente susceptibles al ataque
de los radicales libres. Esta peroxidacion es el efecto mas importante de los
radicales libres en la célula, ya que la destruccién y ruptura de los PUFAs, junto
con la formacion de puentes disulfuro en las cadenas proteicas provoca un
desmoronamiento de la estructura de membrana que conduce a la perdida de la

permeabilidad y, por tanto, a la muerte celular**2.

El dafio a los lipidos consta de tres etapas; iniciacion, propagacion y

terminacion (véase figura 12).

Iniciacion AR
R‘H R R 0, 0o*
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R R R R
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Acido graso Radical WR Reaccion Radical peroxilo
poliinsaturado libre " ‘ con (ROO’)

el oxigeno

Radical lipidico
Propagacion: peroxidacién lipidica
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Radical peroxilo Acido graso Hidroperoxido
(ROO') poliinsaturado lipidico
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| .
= W 5 W
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Figura 12. Proceso de peroxidacion lipidica iniciada por el radical Re
(Boots et al., 2008)

Como consecuencia de la peroxidacion lipidica, se produce una alteracién en la

conductibilidad, fluidez, permeabilidad y transporte de las membranas.

Si consideramos que los acidos grasos son los componentes principales de la
membrana, al alterarlos vamos a provocar la destruccion de la membrana, y por
ello, de la célula. Los fosfolipidos; en los que al menos una de sus moléculas
esterificadas es un acido graso polinsaturado, constituyen los elementos

moleculares basicos de las membranas celulares al mismo tiempo que
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representan objetivos potenciales y especialmente selectivos para el ataque de las
EROs'®,

El grado de lesion de la membrana celular puede ser escaso y no llegar a
suponer importantes cambios en la composicién de sus componentes lipidicos. Sin
embargo, esto puede ser suficiente como para potenciar la susceptibilidad de la

membrana a dafios oxidativos posteriores™*.

2.5. Antioxidantes

A pesar del dafio oxidativo que puede generar el estrés oxidante, el organismo
cuenta con una serie de sistemas de defensa antioxidante que intentan neutralizar
la agresion; de tal manera que definimos un antioxidante como “cualquier
sustancia que, en bajas concentraciones en presencia de un sustrato oxidable,
retrasa o previene la oxidacion del mismo’**®. De tal manera que su funcién
primordial en nuestro organismo es protegernos del dafio oxidativo que causan
moléculas conocidas como radicales libres, entre otras. Las defensas
antioxidantes de nuestro organismo son indispensables para preservar nuestra
salud. La evidencia actual demuestra que patologias cronicas, tales como
demencias, la enfermedad de Alzheimer y el proceso biologico del envejecimiento

se aceleran en funcién de la magnitud del estrés oxidante™®.

Aproximadamente un 2 % del oxigeno consumido por un organismo normal va
a la formacién de EROs de las cuales varias son radicales libres**’. Cuando la
generacion de EROs sobrepasa las numerosas barreras de defensas
antioxidantes del organismo, se produce gran aumento en el dafio por lesion
guimica de las estructuras bioldgicas; a este proceso le denominamos estrés
oxidante. En consecuencia, las defensas antioxidantes del organismo son claves

para el control de enfermedades crénicas™*®.
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Los antioxidantes son elementos esenciales para proteger de la oxidacion a las
macromoléculas biologicas (Cuadro 5). Las defensas antioxidantes de los
organismos son de tipo enzimatico y no enzimético. La primera defensa
antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo enzimatico. Las enzimas
antioxidantes requieren de la presencia de metales como Cu, Fe, Mg, Zn o Se
para su accion; a los que suelen llamarles metales antioxidantes. Las mas
importantes son la catalasa, la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa que
requieren Fe*?, Zn*? y Cu*? o Mn*? y Se*?. La segunda barrera antioxidante es de
tipo no enzimatica y esta dada por compuestos antioxidantes que actuan tanto a
nivel celular como extracelular. Son los responsables de la capacidad antioxidante
de los fluidos biolégicos; como el plasma, y de la proteccién del dafio oxidativo de
las distintas particulas y macromoléculas circulantes. Esta segunda defensa
antioxidante esta formada por distintos compuestos que se clasifican en
enddgenos y exdgenos. A diferencia de las enzimas antioxidantes, las sustancias
antioxidantes se modifican al reaccionar con los radicales libres y necesitan ser

reemplazados.

Enzimas

Superoxido dismutasa
Catalasa

Glutation peroxidasa (GPx)
Glutatién reductasa (GRed)
Glutatién-s-transferasa (GST)
Metionina sulféxido reductasa

Peroxidasa

Antioxidantes del plasma/suero
Acido arico

Albumina

Bilirrubina

Glutatiéon reducido (GSH)

Eliminacion de radical superéxido
Eliminacion de hidroperéxidos. (e.j. H,O,)

Eliminacion de hidroperéxidos.

Reducioén de glutation oxidado.

Eliminacién de peroxidos lipidicos.

Reparacion de residuos oxidados de metionina.

Descomposicion de peroxido de hidroégeno y peréxidos
lipidicos.

Captador de oxigeno singulete y radicales libres.
Actividad peroxidasa en presencia de GSH.

Captacion de radicales peroxilo.

Sustrato para la accién de los enzimas GPx y GST y
captador de radicales libres.
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Ubiquinol (Coenzima Q) Captador de radicales libres.

Antioxidantes de la dieta

Acido ascérbico Reaccion con superéxido, oxigeno singulete y radical
peroxilo. Regeneracién de tocoferoles.

Proteccion de membranas lipidicas. Bloqueo de la

Tocoferoles . e
cadena de reacciones de peroxidacion.

Carotenoides Desactivacién del oxigeno singulete. Bloqueo de la
cadena de reacciones de peroxidacion.

Compuestos fendlicos Captacion de radicales libres y actividad quelante de
metales

Cuadro 5. Basado en Beckman y Ames (1998), Fang et al. (2002) y Lee et
al. (2004)

Algunos de origen endogeno son: glutation, urato, ubiquinol y proteinas
plasmaticas que son reemplazados por sintesis. Los de origen exdgeno, es decir,
provienen de la dieta y para ser reemplazados necesitan ser nuevamente
ingeridos en ésta. Estos compuestos antioxidantes, llamados hoy antioxidantes
dietarios, son fundamentales para la prevencion de enfermedades ya que son
facilmente modificables; algunos bien conocidos (vitamina C, vitamina E,

carotenoides y Se) y otros Polifenoles*®.

Los antioxidantes polifenélicos constituyen uno de los grupos mas numerosos y
ampliamente distribuidos con una lista de mas de 8000 estructuras que sigue en
continuo crecimiento. Estos compuestos son esenciales tanto en la fisiologia como
en la morfologia de los vegetales. Se encuentran practicamente en todas las
plantas y por tanto estan integrados en la dieta humana™*.

Existen numerosas clasificaciones, pero la mas usual esta determinada por
el numero de anillos fendlicos que contienen y la unién entre éstos. A partir de
esta clasificacion se distinguen dos grandes grupos de moléculas, polifenoles

flavonoides y no flavonoides, siendo el primero el mas numeroso*** (Cuadro 6).
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POLIFENOLES
No flavonoides Flavonoides

OH
Ri oH

OH OH
MDGCQDH o . O DMQ:D l@ o Oj@
Acidos benzdicos. Rz O = |[ ©oH @
OH

- ol o
Ej.: Ri= Re= OH = Ac. Gdlico oH H OH J:I}

Antocianinas, Flavonoles, Flavonas,
Ej.: Pelargedinina Ej.: Quercetina Ej.: Apigenina
oM

oH o OH oH
OH o

) oH oH o i oH o on

Acidos hidroxicindmicos. O

Ej.: Ac. Caféico I

3 If oH o OH

oH

o OH o OH

Flavanonas. Isoflavonas. Flavonoles monoméricos y

Q Ej.: Naringenina Ej.: Genisteina poliméricos, Ej.: Epicatequina
R oH

oH

Estilbenos,
Ej.: Resveratrol

HO

Lignanos. Ej.:
Secoisolari-
ciresinol

Proantocianidinas

oH

Cuadro 6. Polifenoles y su clasificacion: No flavonoides y Flavonoides.

2.5.1. Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de la clasificacion
mencionada arriba, la cual cuenta con mas de 5000 compuestos. Fueron
descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyoérgy, quien, en 1930, aislé una
sustancia de la cascara del limon, la citrina, que regula la permeabilidad de los
capilares. En un principio, los flavonoides se denominaron como vitamina P (por la
permeabilidad capilar del sistema circulatorio humano) o vitamina C, (porque se
comprobd que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C).
Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser

confirmado y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 19502,

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas verdes,
sobre todo en las angiospermas; sélo algunos se han detectado en hongos y

algas. Se encuentran practicamente en todas las partes de la planta: fruto, semilla,
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corteza, etc. Son los pigmentos responsables de las coloraciones amarilla, naranja
y roja de esas partes en las plantas. El termino flavonoide se refiere a un grupo de
compuestos quimicos que comparten un esqueleto comin de tres anillos'*®
(Figura 13).

Figura 13. Estructura bésica de los flavonoides.

Esta estructura basica se compone de dos anillos bencénicos (A y B) unidos

por un pirano (C)***

, 10 que permite una multitud de sustituciones y variaciones
que determinan las distintas clases de flavonoides'®. Los flavonoides se
encuentran a menudo hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3", 4"y 5. La
presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posicion 3 determina la
subdivision en las dos clases principales de flavonoides; los 3-hidroxiflavonoides
(flavanoles, flavonoles, proantocianidinas o taninos condensados) y los

flavonoides no hidroxilados en posicién 3 (flavonas, isoflavonas, flavanonas)#°.

Los flavonoides actian como potentes agentes quelantes de metales y
secuestradores de radicales. Se cree que su actividad antioxidante reside,
principalmente, en su habilidad para donar atomos de hidrégeno y asi,’barrer” los

radicales libres generados durante la peroxidacién lipidica™*"*®.

Los flavanoles predominantes son la catequina y su isdbmero epicatequina, la

galocatequina y su isémero epigalocatequina, y los ésteres con acido galico en

posicidbn 3 como el epicatequin galato y el epigalocatequin galato. Los flavanoles
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glicosilados son poco frecuentes, algunas fuentes de flavanoles en la dieta son el

té, las frutas y las legumbres™,

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve determinada por su
estructura quimica, por lo que existen grandes diferencias en la efectividad
antioxidante entre los distintos grupos de compuestos. Los compuestos fendlicos

pueden actuar como antioxidantes mediante dos mecanismos principales®*:

e Como captadores de radicales libres. Los compuestos fendlicos pueden
actuar como donantes de hidrégeno o electrones en reacciones de
terminacion que rompen el ciclo de generaciéon de nuevos radicales libres,
deteniendo las reacciones en cadena en las que estan implicados los
radicales libres. El radical fenoxilo generado es menos reactivo ya que se

estabiliza por resonancia con los electrones p del anillo aromético.

e Como quelantes de metales. Esta accion requiere la presencia de grupos
hidroxilos cercanos en el anillo aroméatico. De este modo, los o-
dihidroxifenoles son secuestradores efectivos de iones metalicos e inhiben

la generacion de radicales libres por la reaccion de Fenton.

e El grado de polimerizacion de los compuestos fendlicos tiene un
marcado efecto sobre la actividad antioxidante. Asi, los compuestos

poliméricos son mas potentes como antioxidantes que los monémeros.

2.5.1.1. Epicatequina
La epicatequina es un tipo de flavonoide presente en una gran cantidad de

vegetales. La catequina, la epicatequina y epigalocatequina son los flavonoles

mas comunes y suelen ser denominados genéricamente como catequinas

54



Las cantidades individuales de catequina y epicatequina, presentes en la
naturaleza, son pequefas y variables. En la actualidad han despertado un gran
interés debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles implicaciones
beneficiosas en la salud humana, tales como el tratamiento y prevencion de

cancer, envejecimiento y otras patolégicas de caracter inflamatorio’®*.

Los efectos fisiolégicos asociados a la epicatequina se deben a la estructura de

la misma (Figura 14).

OH OH
CH CH

HO O

OH

Figura 14. Estructura basica de la catequina y epicatequina.

Siendo su principal propiedad la formacion de complejos con proteinas, la
formacion de quelatos con iones metalicos y la capacidad para eliminar radicales
(capacidad antioxidante), también pueden disminuir la lipoperoxidacion en
membranas bioldgicas. La epicatequina es capaz de incrementar los niveles de
colesterol HDL, disminuir la cantidad de colesterol LDL y proteger de la oxidaciéon
a la LDL™. Diversos estudios demuestran que algunos flavonoides del chocolate,
particularmente la catequina y la epicatequina, tienen un efecto antiplaguetario
similar al de la aspirina’™. En otro estudio se encontré6 una reduccién en la
activacion plaquetaria en personas que consumian 100 g de chocolate amargo al
dia, mientras que las que consumian chocolate blanco o chocolate con leche no
presentaron este efecto’?; probablemente la leche puede inhibir la absorcion
intestinal de los flavoniodes. También esta demostrado que la epicatequina
contenida en el chocolate tiene la capacidad de mejorar la funcién endotelial
mediante el incremento en la produccién de ON*3. Esta comprobada la capacidad
8154

de la epicatequina para aumentar la expresion de la eNO , inhibir la oxidacion
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de Oxido nitrico a peroxinitrito y aumentar la biodisponibilidad del 6xido nitrico.
Todo esto contribuye al mejoramiento de la presién sanguinea debido a que el
oxido nitrico es un vasodilatador, ademas de disminuir el estrés oxidativo, mejorar

la funcién endotelial y aumentar la sensibilidad de la insulina®®.

Estudios in vivo muestran que la administracién crénica de epicatequina, en
combinacion con el ejercicio fisico, mejora la memoria espacial, que se debe al
incremento en la proteina Akt que activa a la Oxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), promueve la angiogénesis y aumenta la densidad neuronal en regiones
como el giro dentado del hipocampo, nacleo muy importante en el procesamiento

de la memoria.

2.5.1.2. Resveratrol

Existen distintos alimentos y bebidas de origen vegetal que contienen varios
tipos de compuestos fendlicos. Entre estos compuestos, el resveratrol es
identificado como el mas activo de los estilbenos (fitoalexinas). Fue detectado en
las uvas por primera vez en 1976 por Langcake y Pryce. El interés por este
compuesto despertd cuando estudios epidemiolégicos revelaron una relacién
inversa entre el consumo de frutas y bebidas ricas en resveratrol, como las uvas y
el vino, y la aparicion de enfermedades cardiovasculares. Con el paso de los afios
se han realizado numerosos estudios sobre las cualidades de esta molécula para
mejorar la salud humana, y se han demostrado sus efectos en enfermedades

d®®®.  enfermedades

como el cancer, la diabetes mellitus, la obesida
cardiovasculares; los cuales son atribuidos al control de la agregacion plaquetaria,
la vasodilatacién por aumento de la produccion y liberacién de ON, la regulacién
del metabolismo lipidico, los efectos antioxidantes, la sensibilizacion a la accion de
la insulina o los efectos antiinflamatorios™’. Otros estudios recientes también le
atribuyen al resveratrol el poder de aumentar la esperanza de vida en algunas

levaduras y moscas, con lo que tendria un efecto anti-edad que podria ser
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importante en ciertas enfermedades humanas relacionadas con el
envejecimiento™®.

El resveratrol existe en las formas isoméricas cis- y trans- (Figura 15); pero s6lo
la isoforma trans fue aislada en la uva, es el isbmero mas abundante en la
naturaleza debido a que es el mas estable. Su concentracion en la uva oscila
entre 50 y 400 pg/g y suele encontrarse en forma de glucésido. Se sintetiza
principalmente en la piel de las uvas en respuesta a agresiones del entorno;
como la radiacién ultravioleta o infecciones por hongos. La razén por la que el vino
presenta una cantidad significativa de resveratrol, se debe al tiempo que pasan en

contacto la pulpa y la piel durante el proceso de elaboracion de la bebida™®.

HO

HO

HO

A OH O O
OH OH

Trans- Resveratrol Cis- Resveratrol

Figura 15.Formas isoméricas cis-y trans del Resveratol

Con respecto al metabolismo y biodisponibilidad del resveratrol, existen
varios estudios en distintas especies de roedores y humanos que demuestran una
buena absorcion y distribucion del mismo en diferentes tejidos; con un

metabolismo fundamentalmente hepatico.

Algunos de los efectos benéficos que se atribuyen al resveratrol son los

siguientes:

e Actividad antioxidante. El resveratrol como agente antioxidante fue
9160

reconocido por Zini y colaboradores en 1999, quienes sugirieron tres

mecanismos por los que se ejerceria esta accion.
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- Desactivando radicales activos del oxigeno formados en la
mitocondria.

- Inhibiendo la peroxidacion lipidica.

Ademas, estd demostrado que el resveratrol es capaz de mantener la

concentracion intracelular de los antioxidantes enddgenos localizados en varios

tejidos, como es el caso del glutation.

Efectos anti-inflamatorios. La accion anti-inflamatoria del resveratrol se ha

propuesto como mecanismo de accién responsable de varios efectos
benéficos. Esta se lleva a cabo mediante la inhibicion de la sintesis de
mediadores pro-inflamatorios como el TNF-a, la inhibicion de enzimas
(INOS, LOX y COX) o factores de transcripcion pro-inflamatorios (NF-kB y
AP-1)'t,

Cardioproteccion. La capacidad del resveratrol para proteger el sistema

cardiovascular se debe por su papel como antioxidante intracelular, agente
anti-inflamatorio y su capacidad para inducir la expresién de eNOS.'®? La
proteccién ejercida por el resveratrol se debe a que este polifenol, por los

mecanismos postulados, produce los siguientes efectos ' (Figura 16):

- Inhibe las moléculas de adhesién ICAM y VCAM.

- Es antihipertensivo.

- Inhibe la peroxidacion lipidica

- Reduce el dafio provocado por la isquemia-reperfusion.

- Disminuye las arritmias ventriculares.

- Induce vasorelajacion.

- Reduce la agregacioén plaquetaria.

- Reduce la hipertrofia cardiaca mediante la accién de la
AMPK.**
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AA COX TNF-a AP-1

Resveratro| =—
INFLAMACION

Figura 16. Efectos del resveratrol.

Podria sugerirse, por tanto, que los polifenoles, que como sabemos se
encuentran presentes en muchos alimentos, especialmente vegetales y frutas,
pueden “detener” y/o “atrasar” algunos de los procesos que conducen a la
acumulacion del péptido beta-amiloide en el cerebro y, por tanto, retrasar la

potencial aparicién del Alzheimer u otras enfermedades neurodegenerativas'®.
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I1I. JUSTIFICACION

El AB es una molécula involucrada en la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer. Se sabe que la fraccion AR (25.35), €jerce un efecto neurotoxico. Uno de
los mecanismos implicados en el proceso de neurotoxicidad es la inflamacion, la
cual se ha visto implicada con el estrés oxidante. Hasta la fecha no existe cura
para esta enfermedad. Los tratamientos farmacoldgicos existentes, so6lo son
paliativos. Por lo que se tiene la necesidad de buscar maneras de prevenirla o
bien tratarla. Se propone que los flavonoides (epicatequita y resveratrol) sirvan
para combatir o prevenir el avance de la EA debido a que disminuyen el efecto
toxico de la fraccion AR (25.3s).

IV. HIPOTESIS

La administracibn de epicatequina y resveratrol pueden reducir el dafio
inflamatorio generado por la produccion de radicales libres inducidos por la

administracion intrahipocampal del fragmento 25-35 del péptido amiloide.
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V. OBJETIVO GENERAL

e Analizar el efecto de los flavonoides (Epicatequina y resveratrol) sobre los
marcadores pro-inflamatorios en el hipocampo de ratas inyectadas con

amiloide-B (25.3s).

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar la expresion de IL-1B8, IL-6, IL-17 y TNFa a las 2
horas, 4 horas y 30 dias después de la inyeccion de amiloide-p y

administracion de los flavonoides.

e Cuantificar los niveles de especies reactivas de oxigeno a las 2, 4
horas y 30 dias después de la inyeccién de amiloide-B y administracion

de los flavonoides.

e Cuantificar los niveles de peroxidacion lipidica a las 2, 4 horas y 30
dias después de la inyecciébn de amiloide-B y administracién de los

flavonoides.
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VII. MATERIALYY METODO

Todos los experimentos fueron realizados con la aprobacion del comité de
ética para uso de animales de experimentacion de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) de acuerdo con la “Norma Oficial Mexicana 062" y
de acuerdo estrictamente con “The Guidelines for the Use of Animals in

Neuroscience Research”.

7.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 260-290 gramos.
Los animales fueron facilitados por el Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez y por el Bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico. Los cuales fueron

alojados en cajas de acrilico en grupos. Se establecieron 18 grupos (Cuadro 7)

17 ratas 17 ratas 17 ratas
17 ratas 17 ratas 17 ratas
17 ratas 17 ratas 17 ratas
17 ratas 17 ratas 17 ratas
17 ratas 17 ratas 17 ratas
17 ratas 17 ratas 17 ratas

Cuadro 7. De grupos y numero de ratas que se ocuparon.
De cada grupo se tomaron 6 ratas para las pruebas de medicion de

peroxidacion lipidica y determinacion de especies reactivas de oxigeno. 5 ratas

para la determinacién de las interleucinas pro-inflamatorias.
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7.2. Preparacion del agregado amiloide-£ (2s.35), del
resveratrol, la epicatequina y la cirugia estereotaxica

AB (2535 (sigma-Aldrich Ltd.,St. Louis, MO, USA) fue disuelto en una
solucién salina isotdnica estéril, con pH 7.4, a una concentracion final de 100 pM.
La solucion AR (2535 fue incubada a 37° C por 24 horas antes de su aplicacion.

Se administré6 tanto el resveratrol (Sigma-Aldrich, USA) como la

166 "en un volumen

epicatequina (Sigma-Aldrich, USA) a una dosis de 30 mg/kg
méaximo de 1 mL con una canula de administracion oral, 5 horas previas a la
micro-inyeccion.

Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital (300
mg/kg,i.p). Las ratas fueron divididas al azar en grupos para la cirugia esterotaxica
(Stoelting, IL, USA). Se asignaron a unos grupos de animales la inyeccion
bilateral en el hipocampo (CAl) de 1 uL solucién salina isotonica y a otros la
inyeccion bilateral en el hipocampo (CAl) de 1 yL de amiloide-B. Se adaptaron al
aparato estereotaxico, se realiz6 una incision anteroposterior sobre el craneo y se
localizaron coordenadas a partir del bregma. Las coordenadas para el hipocampo
son: anteroposterior -4.2; lateral + 3.0 respecto al bregma y profundidad de -2.9%¢7,
luego se procedid a la realizaciéon del trepano mediante el punto determinado por

las coordenadas.

Se inyectd 1uL de AB (25.35) lentamente en un periodo de 5 minutos en la region
CA1 del hipocampo de ambos hemisferios, con una micro-jeringa Hamilton de 10
ML. Al término de la cirugia se esper6 2 y 4 horas paras las siguientes pruebas y el

grupo de 30 dias fue llevado al bioterio hasta el momento de las pruebas.

7.3. Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Se utiliz6 la técnica espectroflourométrica de la 2, 7 DCF diacetato (DCFDA).

La DCFDA es una molécula capaz de entrar a la célula, en la que las esterasas
hidrolizan sus grupos acetilos para formar 2,7, diclorodihidrofluoresceina;
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entonces, la forma deacetilada es susceptible a la oxidacion por especies
reactivas, generando una molécula fluorescente. La diclorofluoresceina se puede
medir a través de un espectrofotdmetro. La acumulacion de la diclorofluoresceina

indica la produccion de sustancias activas redox (Figura 17).

Esterasas

2',7'-dichloroedihyrdofiuorascein diacetate

ROS

H
X
2 7-dichlorodihydrofluorescein a N oc

2'7"dichlorofluerescain
Ex 501 nm Em 521 nm

Figura 17. Formacion de la 2°,7°, diclorofluoresceina.

Los cerebros de las ratas fueron extraidos por decapitacion, de estos

cerebros tomamos el hipocampo y éste Ultimo se almacend en nitrégeno liquido.

El hipocampo se homogenizé en una solucion salina isotonica en frio y
protegida de la luz. Las EROs presentes en cada muestra se determinaron al
hacerlas reaccionar con la DCF-DA contenida en una solucion de HEPES-TRIS
(18:1), pH=7.4, durante 1 hora a 37° C con agitacidbn constante y en camara
oscura.

Para la curva estandar se utilizaron  concentraciones conocidas de
diclorofluoresceina. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 525
nm de excitacibn y 470 nm de emision. Los resultados fueron expresados en
nmoles de DCF/mg de proteina. La cuantificacion de las proteinas se realizo con
el método de Lowry.
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7.4. Medicién de peroxidacion lipidica

La medicion de peroxidacion lipidica (PL) se realiz6 alas 2, 4 horas 'y a
los 30 dias después de la inyeccion del peéptido AB (s35. Se determind la
concentracion de los productos finales de la lipoperoxidacion. El hipocampo se
homogeniz6 en una solucion salina isotonica, en frio y protegida de la luz. Los
compuestos fluorescentes presentes en cada muestra se extrajeron en una
mezcla de cloroformo-metanol (3:1) grado HPLC. Esta reaccion se llevdé a cabo
durante 30 minutos en hielo y camara oscura. Al término de la reaccién se eliminé
la fase acuosa y la mezcla de cloroformo-metanol se utilizé para la cuantificacion
de los PL presentes en cada muestra. Todas las muestras se hicieron por
duplicado y se hicieron las lecturas en el espectrofotometro de fluorescencia a
longitud de onda de 370 nm de excitacion y 430 nm de emision. Los resultados se

expresaron como unidades de fluorescencia por mg de proteina.

7.5. Cuantificacion de proteinas con el método de Lowry

Se realiz6 a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de la inyeccion del
péptido y la solucién salina (conforme al grupo). Posteriormente se determiné la
concentracion del contenido de proteinas, el hipocampo se homogenizé en una
solucion salina isotonica en frio. El cual, una vez homogenizado se diluy6 1:20 en
agua. Posterior a esto se le agreg6 una solucion de Na,CO03 (2%) en NaOH 0.1N
mas CuSO, (1%) mas Tartrato de Na'/K" al (2%), 15 minutos después se agrego
la solucion de Folin 1:1 y se dejo incubar por 30 minutos. Por dltimo se hicieron
las lecturas en el espectrofotometro de fluorescencia a una longitud de onda de

550 nm*&,
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7.6. Determinacion de la expresion de interleucinas
pro-inflamatorias

Se hizo a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de la inyeccién del
peptido AB (25.35 Y solucion salina (dependiendo del grupo). Se determind la
concentracion de las interleucinas proinflamatorias Interleucina 1-p (IL-IB),
Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 17 (IL-17), asi como el Factor de Necrosis
Tumoral a (TNF-a). Las ratas fueron decapitadas y los cerebros fueron extraidos,
se realizé posteriormente la diseccion del hipocamp, el cual fue homogenizado en

PBS con inhibidor de proteasas (pH 7.4) en frio.

Posteriormente se realizo:
. Primera etapa: fijacién del antigeno. En una placa de 96 pozos se
coloco la solucion de fijacion, seguida de esto se agregd la muestra y se

incubo, se retird el liquido residual y se procedi6 a bloguear con ABS.

. Segunda etapa: Reaccion antigeno-anticuerpo. Para esto se agrego
solucién fijadora, después se coloca el anticuerpo primario a una diluciéon de
1:500 (IL-6, IL-1B, IL-17y TNF-a). Se hicieron los lavados. Se coloco el
anticuerpo secundario (1:5000). Posteriormente se afiadié el ABTS (la cual
desarrolla el color). Una vez finalizado esto se procedi6 a leer en el lector de
placas a 450 nm.
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VIIL. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan por la media del grupo en cada ensayo +
error estandar de la media. Los datos se analizaron mediante un analisis de
varianza de una via, con una post-prueba de Tukey, realizados en el programa
SPSS. Para graficar se utiliz6 el GraphPad versiébn 5.0. Se consideré una
diferencia significativa con una p<0.05.
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IX. DIAGRAMA DE TRABAJO

Ratas Machos Wistar
280-300 g.
Bioterio INNN-

UNAM ‘

Epicatequina Resveratrol
Control Amiloide-f3 Epicatequina + Resveratrol +
Amiloide-3 Amiloide-B
Cirugia Estereotaxica
2 Horas 4 horas | 30 Dias |
Extraccion de Cerebros |
Analisis Andlisis
Bioquimico Inmunohistoquimico

Peroxidacion
Lipidica

ROS ‘

Analisis de marcadores
de interleucinas

Fig. 14. Diagrama general de trabajo. Se muestra a manera de diagrama de flujo
los pasos que se siguieron a lo largo de los experimentos.
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X. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el amiloide-f (s.
35) induce de manera temprana la formacion de especies reactivas de oxigeno,
generando estrés oxidante; el cual genera dafio en las membranas. Esto se ve
reflejado por el aumento en la peroxidacion lipidica.

El pre-tratamiento con los flavonoides (epicatequina y resveratrol)
disminuyen la formacién de EROs, PL y moléculas pro-inflamatorias.
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10.1. Resultados de la cuantificacién de especies reactivas
de oxigeno

1 *
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nmolDCFimg de proteinaih

Grafica 1. Concentraciones de EROs a las 2 horas. Las barras representan
las medias y ESM por grupo, de la concentracion de diclorofluoresceina normalizada
por mg de proteinas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una
post-prueba de Tukey ** p<0.001.
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Grafica 2. Concentraciones de EROs a las 4 horas. Las barras representan
las medias y ESM por grupo, de la concentracion de diclorofluoresceina normalizada
por mg de proteinas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una
post-prueba de Tukey ** p<0.001.
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Grafica 3. Concentraciones de EROs a los 30 dias. Las barras representan las
medias y ESM por grupo, de la concentracion dediclorofluoresceina normalizada por mg
de proteinas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una post-prueba
de Tukey ** p<0.001.

Las gréficas 1, 2 y 3 muestran la concentracion de la diclofofluoresceina
(DCF) como un marcador directo de la formacién de EROs a las 2, 4 horas y a los
30 dias después de la micro-inyeccion del péptido AB (2s35. Encontramos que
existe un aumento significativo en la formacion de EROs por parte del grupo
tratado con AR (25.35) €N comparacion con el grupo tratado con la solucion vehiculo
(control). Por otro lado, los grupos pre-tratados, tanto con Epicatequina como con
Resveratrol, tuvieron una disminucién significativa comparada con el grupo tratado
con AB (s35). Estos resultados en conjunto indican que la micro inyeccion del

peptido AB (25.35) e€n el hipocampo es capaz de producir la formacion de EROs de
manera temprana.
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Grafica 4. Concentraciones de EROs a las 2 horas, 4 horas y 30 dias. Las barras representan
las medias y ESM por grupo, de la concentracién de diclorofluoresceina normalizada por mg de proteinas.
Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una pos prueba de Tukey ** p<0.001. La
grafica muestra la concentracion de la diclorofluoresceina (DCF), como un marcador directo de la
formacion de EROs, a las 2, 4 y 30 dias después de la micro inyeccion del péptido AR (s.3s).

72



Encontramos que existe un aumento significativo en la formacion de EROs por
parte del grupo tratado con el AB (535, comparado con el grupo tratado con la
solucion vehiculo y con los grupos pre-tratados con epicatequina y resveratrol.

Se puede ver en esta grafica como el péptido AB (2s.35) €s capaz de producir la
formacién de EROs de manera temprana, y conforme pasa el tiempo las EROs
disminuyen. La formacién de EROS de manera temprana puede estar oxidando a

los lipidos de las membranas celulares.
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10.2. Resultados de la cuantificacion de la peroxidacion
lipidica
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Grafica 5. Peroxidacion lipidica post-inyeccion del amiloide-B (535 a las 2
horas después de la inyeccion. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de
las unidades relativas de fluoresceina normalizada por mg de proteinas. Los datos fueron
analizados con ANOVA de una via y con una pos prueba de Tukey***p<0.001.
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Gréfica 6. Peroxidacion lipidica post-inyeccion del amiloide-gs.35 @ las 4 horas
después de la inyeccion. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de las
unidades relativas de fluoresceina normalizada por mg de proteinas. Los datos fueron
analizados con ANOVA de una via y con una post-prueba de Tukey***p<0.001.
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Grafica 7. Peroxidacion lipidica post-inyeccion del amiloide-B (535 a los
30 dias después de la inyeccién. Las barras representan las medias y ESM por
grupo, de las unidades relativas de fluoresceina normalizada por mg de proteinas.
Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una post-prueba de

Tukey***p<0.001.

Las gréficas 5, 6 y 7 muestran la peroxidacion lipidica como un marcador de
dafo oxidativo a membranas celulares, a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de
la micro inyeccion del péeptido AR (2s.35 Encontramos que existe un aumento
significativo en la PL por parte del grupo tratado con el AB (25355 €n comparacion
con el grupo tratado con la solucién vehiculo (control). Los grupos pre-tratados con
epicatequina y resveratrol tuvieron una disminucion de PL con respecto al grupo
AB (25-35. Ademas el pico mas alto de aumento se dio a las 2 horas, esto se podra

ver mas claramente con la siguiente grafica, donde colocamos los 3 tiempos en

una.
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Grafica 8. Peroxidacion lipidica post-inyeccion del amiloide-B (2535 a las 2 horas,
4 horas y 30 dias. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de las unidades
relativas de fluoresceina normalizada por mg de proteinas. Los datos fueron analizados con
ANOVA de una via y con una post-prueba de Tukey***p<0.001.
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Ademés obtuvimos un aumento de la concentracion de moléculas pro-
inflamatorias, como TNF-q, IL-6, IL-1B e IL-17, ocasionado por la inyeccion del AB

(25-35) €N el hipocampo.

El pre-tratamiento con epicatequina y resveratrol disminuyen la formacién de

moléculas pro-inflamatorias ocasionadas por la fraccion 25-35 del AB.
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10.3. Resultados de la cuantificacion de los niveles de TNF-a
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Gréfica 9. TNF-a las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias después de la micro
inyeccion y la administracién de los antioxidantes. Los datos fueron analizados
con ANOVA de una via y con una post- prueba de Tukey. *** p«0.005.
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La grafica 9 muestra la cuantificacion del factor de necrosis tumoral-a como
un marcador de inflamacién a las 2, 4 horas, asi como a los 30 dias después de la
micro inyeccion en los diferentes grupos: control, amiloide-B, epicatequina,

epicatequina + AR, resveratrol y resveratrol + Ap.

Encontramos que existe un aumento significativo en la expresion del TNF-
a en el grupo tratado con solo el AR (2s.35y comparado con el control, asi como con
los pre-tratados con los antioxidantes en todos sus tiempos, aunque el mayor
aumento se da a los 30 dias. Estos resultados indican que la micro inyeccion del
peptido AB (2535 €s capaz de activar al TNF-a de manera temprana, la cual puede
estar activando a otras moléculas, entre ellas a interleucinas pro-inflamatorias,
esto podria provocar que con el paso del tiempo en vez de disminuir su expresion

aumente, y por ello, ver un aumento de esta interleucina a los 30 dias.
Por otro lado, los grupos tratados con epicatequina y resveratrol

disminuyen significativamente la expresion del factor de TNF-a en comparacion

con los grupos que contienen AB (25.3s).
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10.4. Resultados de la cuantificacion de los niveles de la
Interleucina-6

Interleucina &
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La gréfica 10. Concentracion de la IL-6 las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias
después de la micro-inyecciéon y la administracion de los antioxidantes. Los datos
fueron analizados con ANOVA de una via y con una post- prueba de Tukey. * p<0.005.

80



La grafica 10 muestra la concentracion de la Interleucina 6 como un
marcador de inflamacién a las 2, 4 horas, asi como a los 30 dias después de la

micro-inyeccion en los diferentes grupos.

Encontramos que existe un aumento significativo en la expresion de la
Interleucina 6 por parte del grupo tratado con el AB (25355 comparado con los
demads grupos a partir de las 4 horas; en esta grafica podemos ver a que a las 2
horas después de la micro-inyeccion no hay una diferencia significativa entre los
diferentes grupos, pero a partir de las 4 horas después de la micro-inyeccion
vemos un aumento en la expresion de la IL-6 por parte del grupo ABs.3s5 Y vuelve

a aumentar significativamente a los 30 dias.

Por otro lado, podemos observar el resveratrol disminuye significativamente
la expresion de la Interleucina 6 con respecto al grupo ABs.3s) a las 4 horas y 30
dias; distinto a lo ocurrido con la epicatequina, ya que ésta por si sola no tuvo
ningin aumento significativo de la IL-6, pero con ABs.35 tuvo un aumento y no
hubo una diferencia significativa entre epicatequina + AR (25-35) Y AB (25.35), & las 4
horas, pero a los 30 dias los grupos con epicatequina se mantuvieron y no

aumentaron.
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10.5. Resultados de la cuantificacion de los niveles de la
Interleucina- 16

Interleucina 1B
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Grafica 11. Concentraciéon de la IL-1B a las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias
después de la micro-inyeccién del péptido AB (2535 Y la administracion de los
antioxidantes. Los datos fueron analizados con ANOVA de una via y con una post-
prueba de Tukey. * p<0.005.
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La gréfica 11 muestra la expresion de la interleucina 18 como un
marcador de inflamacién a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de la micro-
inyeccion en los diferentes grupos: control, amiloide-f, epicatequina, epicatequina

+ AB, resveratrol y resveratrol + AB.

Encontramos que existe un aumento significativo en la expresion de la
interleucina 1B por parte del grupo tratado con AB (25.35y comparado con los demas
grupos en todos sus tiempos; el mayor aumento se da a los 30 dias. Estos
resultados indican que la micro-inyeccion del péptido AR (2s.35), €s capaz de activar

de la interleucina 1 de manera temprana.

El AB aumenta significativamente la IL-18 y a TNF-a, pero el mayor
aumento de estos se da a los 30 dias. Por otro lado, los grupos tratados con
epicatequina y resveratrol disminuyen de manera significativa la expresién del

factor de la interleucina 18 en comparacion con los grupos que contienen AR

(25-35).
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10.6. Resultados de la cuantificacion de los niveles de la
Interleucina-17

Interdeucina 17
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Gréafica 12. Concentracion de la IL-17 las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias
después de la micro-inyeccién y la administracion de los antioxidantes. Los datos
fueron analizados con ANOVA de una via y con una post- prueba de Tukey. * p<0.005.
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La grafica 12 muestra la concentracion la Interleucina 17 como un marcador
de inflamacion a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de la micro inyeccidén en

los diferentes grupos.

Encontramos que existe un aumento significativo en la expresion de la
interleucina 17 por parte del grupo tratado con AB (2s5.35) comparado con los demas
grupos en todos sus tiempos; no obstante, el mayor aumento se da a las 4 horas.
Por otro lado, los grupos tratados con epicatequina y resveratrol disminuyen
significativamente la expresion del factor de la interleucina 17 en comparacion con

los grupos que contienen AR (25.35).
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XI. DISCUSION

Actualmente, existe la necesidad de entender mejor la enfermedad de
Alzheimer, pues en México mas de 350,000 personas son afectadas por esta y
cerca de 2,030 pacientes mueren al afio’. En Estados Unidos hay 4 millones
pacientes con EA, de estos mueren anualmente mas de 100,000 personas, siendo
la cuarta causa de muerte entre adultos mayores de 65 afios. Se estima que una

de cada tres de personas enfrentara esta enfermedad para el afio 2050.%°

La enfermedad de Alzheimer, como ya se habia mencionado, se caracteriza
clinicamente por una demencia progresiva, ademas de una serie de
anormalidades que afectan regiones neuronales especificas en las que se
observan diferentes lesiones: las marafias neurofibrilares (MNFs) y las placas
neuriticas (PNs) °. Las placas neuriticas estan compuestas principalmente por el

AB, el cual se acumula extraneuronalmente en pacientes con EA'’.

En nuestro grupo de investigacién utilizamos un modelo murino en el cual
inyectamos la fraccion AP (2535 en el hipocampo. Que se ha visto ejerce un efecto
neurotéxico. Los datos presentados en nuestro grupo de laboratorio demuestran
que el péptido AB (2s5.35, inyectado en la region CAl del hipocampo de ratas
macho, genera dafio cognoscitivo via estrés oxidante, puesto que induce la

formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y peroxidacion de lipidos*?*.

Cuevas y colaboradores en el 2010 midi6 la concentracion de
diclorofluoresceina como un marcador directo de la formaciéon de EROs a las 2 y
24 horas después de la micro-inyeccion del péptido AR (2s.35. En el cual, se
encontré que existe un aumento significativo en la formacion por parte del grupo
tratado con AB (25.35, con respecto al grupo control; de igual manera se midio la

peroxidacion lipidica como un marcador de dafio oxidante a membranas celulares
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a las 2 y 24 horas después de la micro-inyecciéon y se encontré que existe un

aumento significativo en la PL por parte del grupo tratado con AB (25.35""°.

Respaldando estos datos medimos la concentracion de diclorofluoresceina a
las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias para ver si el efecto del AB (2535 continla
teniendo un efecto cronico (Gréafica 4). De igual manera medimos la peroxidacion

lipidica a las 2 horas, 4 horas y a los 30 dias (Gréfica 8).

Las graficas 4 y 8 nos muestran los tres tiempos de la concentracién de las
especies reactivas de oxigeno y de la peroxidacion lipidica. En la grafica 4 se
muestra la concentracion de las EROs. Se puede observar que el mayor aumento
se da a las 2 horas, y conforme pasa el tiempo esta disminuye de manera
significativa. A los 30 dias después de la micro-inyeccién aun hay concentracion
de EROs pero es significativamente menor que a las 2 horas; esto podria
explicarse debido a que estos agentes oxidantes son facilmente convertidos a
radicales, tienen una vida media bioldégica de microsegundos y la capacidad de
reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un dafio a las
moléculas; una de las principales dianas de los procesos de oxidacién inducido
por los EROs son los &cidos grasos poliinsaturados presentes mayoritariamente

en las membranas celulares’”.

La reaccion de oxidacién se inicia cuando el acido graso diana pierde un atomo
de hidrogeno convirtiéndose en un radical lipidico. Este nuevo radical se
reorganiza molecularmente para incrementar su estabilidad y reacciona
rapidamente con el oxigeno, creando un radical peroxilo (ROO-) 8 este Gltimo
dara lugar a un hidroperoxilo lipidico y a un nuevo radical lipidico por sustraccion
de un atomo de hidrégeno de un segundo &acido graso, asi, sucesivamente
desencadena lo que se conoce como peroxidacion lipidica, la cual se va
prolongando por el paso continuo de un electrén desapareado de una molécula a

otra. Esta reaccion en cadena finalizara cuando®’*:
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1. Se consuma una de las moléculas reactivas (acidos grasos o el oxigeno).
2. Se forme un radical poco reactivo.

3. Dos radicales al reaccionar formen un par no radical.

En nuestros resultados podemos observar que lo primero que se forman son
las EROs, por eso el pico mas alto en la grafica 1 es a las 2 horas; estas especies
reactivas van a desencadenar, como se mencioné arriba, la PL; por lo que su
pico mas alto se da a las 4 horas, pues para que se desencadene esta reaccion
debieron de haber interactuado una gran variedad de moléculas con las EROs’®.

Desde que se postuld que el estrés oxidante es un mecanismo por el que
actua el AB, se han realizado experimentos con antioxidantes; algunos contenidos
en extractos naturales de plantas como los flavonoides, en distintos modelos de
neurodegeneracién de la enfermedad de Alzheimer'’?. Los flavonoides pueden
ejercer accion protectora o toxica en las células dependiendo de la concentraciéon
utilizada, no solo por su actividad antioxidante sino también a través de la

modulacién de las cascadas de sefializacién de cinasas, lipidos y proteinas®’® *"*

El uso de antioxidantes ha ayudado a entender parte del mecanismo de
accion del AB'™®. El efecto de los flavonoides sobre los cambios conductuales
sustentan la hipétesis de que el AB (2s.35, puede inducir dafio via estrés oxidante.
En el trabajo de Cuevas del 2010 se probaron distintos antioxidantes en el modelo
de inyeccion con AB (2535, S€ encontro que la catequina, quercetina y epicatequina
mostraron un efecto protector frente a la pérdida del aprendizaje y memoria
inducida por el AB (z5.35™%. Cuando se comparé el efecto de cada uno de los
antioxidantes se encontr0 que la epicatequina fue la mas eficiente; ademas
previene la formacién de EROs y peroxidacién de lipidos provocados por la
inyeccion de AB (25.35, ademas protege a las neuronas del dafio oxidativo a traves
de un mecanismo que implica la inhibicién pro-caspasa-3*?*. Razén por la cual fue

utilizada en este trabajo.
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Por otro lado, elegimos al resveratrol; un polifenol presente en la cascara de la
uva y en otras muchas plantas, pues presenta un amplio rango de acciones
biolégicas que incluyen actividades antialérgica, anti-inflamatoria, antioxidante,

anti-cancerigena y anti-plaquetaria™** ***,

En la gréfica 4, donde se muestra la concentracion de diclorofluoresceina a las
2 y 4 horas, hay un aumento significativo tanto en los grupos epicatequina como
en los grupos de resveratrol con respecto al control. Esto nos estaria diciendo que
estan ocasionando dafo; pero, por otro lado, también observamos que hay una
disminucién significativa de la concentracién de diclorofluoresceina de los grupos
de epicatequina + AP (25.35) y resveratrol + AR (2s5.35) con respecto al grupo AB (2s-3s),
lo que indica que estan previniendo la formacién de EROs ocasionadas por el

péptido.

Estos resultados se pueden deber gracias a que los antioxidantes se
comportan de manera similar a las especies reactivas de oxigeno. Por un lado
participan en funciones basicas para el correcto funcionamiento del organismo,
pero también pueden actuar como agentes oxidantes dafiando diversas
estructuras celulares’®. Las mismas propiedades que caracterizan la actividad
antioxidante de los flavonoides determinan que tengan efectos pro-oxidantes. El
caracter antioxidante o pro-oxidante esta determinado por la estabilidad redox del
radical formado a partir del flavonoide original. De esta manera, los flavonoides
pueden actuar como antioxidantes/prooxidantes dependiendo de los niveles
consumidos y de las condiciones fisioldégicas del organismo. Una exposicion a
niveles demasiados altos de flavonoides puede saturar al organismo provocando
la formacion de EROs, llegando incluso a dafiar el ADN y otras moléculas. Los
efectos que pueden provocar los flavonoides en condiciones pro-oxidantes son,
entre otros, inducir apoptosis, producir citotoxicidad, disminuir la activacion de
factores de transcripcién, expresar moléculas de adhesion, suprimir la

proliferacién celular e inhibir el crecimiento celular'’®.
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Por otro lado, en la gréafica 8, que muestra los niveles de peroxidacion a las 2, 4
horas y a los 30 dias. En esta podemos observar que el grupo al que se le inyect6
resveratrol fue igual al grupo control. No hubo diferencia significativa. Por su parte,
la epicatequina tuvo solo un aumento a las 4 horas, mientras que a las 2 horas y
30 dias se comporto igual al control. Por otra parte, los grupos de epicatequina +
AB (25.35) Y resveratrol + A (25.35y disminuyeron significativamente la concentracion
de peroxidacion lipidica, lo que nos indica que estan inhibiendo la peroxidacion

lipidica.

En base a lo anterior, se puede inferir que los flavonoides pueden estar
actuando durante la peroxidacion lipidica de la siguiente manera’’(Figura 18):

FI (OH)

L|p|do
Quelacion FI (OH)-=--Fe €& Fe\l( Iniciacion

de metales

Radu:al alquilo

v

FI (OH) LOO"

. Radical peraxilo
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4

FI(O) LOOH
Lipopemxidc—

Propagacion
FI (OH) LDH
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Figura. 18 Diversos mecanismos que son capaces de ejecutar los
flavonoides para inhibir los procesos de peroxidacion.
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Se puede observar que el AR (25.35) puede generar EROs, las cuales pueden
iniciar un amplio rango de reacciones oxidativas toxicas que incluyen la iniciacion

178 |a inhibicion directa de las enzimas de la cadena

de la peroxidacion lipidica
respiratoria  mitocondrial, la inactivacion de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, la inhibicion de la actividad ATP-asa sodio/potasio de membrana,
la inactivacion de los canales de sodio de membrana y otras modificaciones a
proteinas’’®. Todos estos eventos téxicos probablemente juegan un rol en la

inflamacion.

En un trabajo previo a este, realizado por el equipo de nuestro laboratorio, se
midié la expresion de la inmunoreactividad para la proteina &cida fibrilar
(GFAP)** la cual se expresa en altas concentraciones cuando los astrocitos
reactivos se encuentran activados. En este trabajo se obtuvo que el AB (25.35)
produce activacion de la microglia y estrés oxidante, el cual es causa de activacion
de astrocitos™®.

Los astrocitos reactivos son células de la glia*® que proliferan a partir de algtn
dafio en el Sistema Nervioso Central, estos se diferencian a astrocitos'® y tienen
una amplia participacién en los procesos inflamatorios. Los astrocitos se vuelven
hipertréficos liberando una gran cantidad de sustancias quimicas como

interleucinas, citocinas y oxido nitrico.

Por lo anterior, nuestro grupo de laboratorio midié la concentracion de nitratos y

nitritos. Se obtuvo un aumento significativo de estos provocados por el AR (25_35)183.

En base a estos resultados se demostré que el AB (2535 €s capaz de inducir
formacion de ON y produccion exacerbada de radicales libres tales como las
especies reactivas de oxigeno. Esto que sugiere que todos estos factores pueden
contribuir a un proceso de inflamacion, la cual genera disfuncién neuronal y

muerte celular, que a su vez, producen un deterioro cognitivo'®* (Figura 20).
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Figura 20. Esquema de la posible cascada de reacciones.

Por lo que decidimos estudiar el papel de AB (»s.35y por  medio de la

concentracion de citocinas pro-inflamatorias cronicas y agudas. A través de la

técnica de ELISA se evalué la concentracion de IL-183, IL-6, IL-17 y TNF-a a las 2,

4 horas y a los 30 dias. La eleccion de estas interlucinas se debe a que se han

reportado como principales citocinas pro-inflamatorias en el sistema nervioso

central. Los resultados obtenidos se muestran en las gréaficas 3, 4,5y 6.

La grafica 9 nos muestra la concentracion del factor de necrosis tumoral-a

(TNF-a) en los distintos tiempos. Se puede observar la existencia de un aumento

significativo de la concentracion del TNF-a en los grupos AP (25.35) COn respecto a

los controles. Ademas, se observa que el mayor aumento significativo se da a los
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30 dias. Por otro lado, con estos resultados se puede ver que en los grupos pre-
tratados con flavonoides hay una disminucion significativa de la concentracion del

TNF-a con respecto a los grupos AB (25.3s).

A partir de estos resultados, podemos inferir que el péptido esta activando o
aumentando la concentracion del TNF-a. Este ultimo ha sido implicado en los
procesos de toxicidad ya que la administracion de anticuerpos anti-TNF-a produce
una disminucion de infartos isquémicos, mientras que la administracion de TNF-a
potenciaba el dafio. Su expresién en el SNC es controvertida®®® *°. Cuando es
inducida por dafio, el TNF-a tiene un papel clave como mediador de muerte
celular, estando implicado en la patogénesis de muchas enfermedades
neuroldgicas. Los mecanismos por los que TNF-a produce dafio son multiples:
aumentando la permeabilidad de la barrera hematoencefalica a nivel vascular,
incitando la expresion de moléculas de adhesion, favoreciendo la acumulacion de
neutréfilos e induciendo, a través de mecanismos NF-kB-dependientes, la
expresion de genes inflamatorios como INOS/COX-2 que generan apoptosis en

neuronas y son potentes productores de radicales libres*®®.

Por otro lado, la gréfica 10, nos muestra la concentracion de la
interleucina 6 en los distintos tiempos y en cada grupo. Se puede observar que
existe un aumento significativo en la concentracion de la interleucina 6 por parte
del grupo tratado con el AB (25.35) €n comparacion con los demas grupos a partir
de las 4 horas. Ademas, se observa que a las 2 horas después de la micro-
inyeccion no hay una diferencia significativa entre los diferentes grupos, pero a
partir de las 4 horas después de la micro-inyeccion se presenta un aumento en la
expresion de la IL-6 por parte del grupo AR (25.35), este aumenta significativamente
a los 30 dias. Lo anterior nos indica que la micro-inyeccion del péptido AB (25.3s)
puede estar activando a ciertas moléculas, como algunas interleucinas, como es el
caso del TNF-a, el cual se ha reportado que puede activar otras citocinas entre

las que se encuentra la IL-6%°.
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Lo observado en nuestros resultados, es decir, el que la IL-6 se encuentre
en bajas concentraciones a las 2 horas, es congruente en la literatura, pues la
deteccion de IL-6 es minima en condiciones basales, sin que haya un proceso
inflamatorio, pero es fuertemente inducible en condiciones patolégicas'®. La IL-6
puede ser sintetizada por microglia, astrocitos y algunas Interleucinas como la IL-
1B y el TNF-a*®. Nosotros vimos que esta interleucina se encuentra muy baja en
nuestros controles, pero con la administracion del AB (535 aumento
significativamente. Por lo que la IL-6 se considera como el producto final en la

cascada de citocinas.

La grafica 11 muestra la expresion de la interleucina 18 como un marcador de
inflamacion en sus diferentes tiempos después de la micro-inyeccion del AB
2535, ENcontramos que existe un aumento significativo en la expresion de la
interleucina 1B por parte del grupo tratado con AB (2535 comparado con los demas
grupos y su mayor aumento se presenta a los 30 dias. Estos resultados indican
que la micro-inyeccion del péptido AR (25.35) €S capaz de activar a la interleucina
18 de manera temprana, la cual se va a seguir produciendo, ya sea por la
microglia, astrocitos, la activacion de interleucinas o el péptido AR (25.35). IL-1B es
un pro-inflamatorio que induce la expresion de INOS y la produccién de NO
mediado por la activacién de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK)
y NFkB, por ello, puede contribuir o limitar a la neurotoxicidad. Liberada en
cantidades pequefias promueve la remielinizacién y la sobrevida neuronal, en
grandes cantidades se asocia con el envejecimiento y con el aumento de la

reactividad glial™*. En la EA su expresion es inducida de manera temprana.

Por otro lado, la IL-17 juega un papel importante en los procesos de
inflamacion cronica, como en modelos experimentales de inflamacion inducida por
AB causando dafio neuronal'®’. Nuestros resultados confirman que la IL-17 esta
implicada en la toxicidad causada por AB (s.35) in vivo, los cuales podemos ver en
la grafica 12. Esta muestra la concentracion de la interleucina 17 como un

marcador de inflamacion a las 2, 4 horas y a los 30 dias después de la micro-
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inyeccion en los diferentes grupos. Se observa que existe un aumento
significativo en la expresion de la interleucina 17 por parte del grupo tratado con
AB (25.35) comparado con los demas grupos en todos sus tiempos; aunque el mayor

aumento se da a las 4 horas.

En base a estos resultados podemos decir que el péptido AR va a activar las
células gliales, (astrocitos y microglia) las cuales van a conducir a la produccién
prolongada de citocinas pro-inflamatorias y otros mediadores que pueden
contribuir a la activacion progresiva de la apoptosis provocando la muerte de las
neuronas™** Su modulacién desencadena una cascada de eventos moleculares en
la glia y en las neuronas, activando la respuesta inflamatoria. A su vez, las

131

citocinas  pro-inflamatorias (IL-18 y TNF-a) modulan la activacion glial.

Formando un circulo vicioso*®,

Por otro lado, tanto la IL-1B8 como el TNF-a pueden asociarse en la
produccion de otras citocinas, tales como IL-6, en respuesta al tratamiento con AB
e inducen la proliferacion de células gliales; ademas, regulan la expresion de
INOS en los astrocitos y la microglia para producir altas concentraciones de NO, lo

que facilita disfuncién neuronal y muerte®?
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El 6xido nitrico generado puede seguir provocando un dafio cronico, pues
va atacar a la mitocondria. Esto provoca que se genere peroxinitrito, el cual
desencadena la peroxidacién lipidica y por lo tanto estrés oxidante'®®. De tal
manera podemos decir que las citocinas son consideradas como reguladores de la
intensidad y la duracién del proceso inflamatorio’®°, debido a que promueven la
activacion de diversas vias de sefializacion en respuesta al estrés celular,
incluyendo la iINOS, responsable de concentraciones crecientes de Oxido nitrico,
que alcanzando niveles toxicos pueden conducir a la muerte neuronal in

vitrot9:192,

Varios investigadores informan que la IL-1 B, IL-6, IL-17 y TNF-a
desempefian un papel central en la modulacién de la respuesta inflamatoria y la
proliferacion de induccion de los astrocitos y la microglia en el sistema nervioso
central™ 4, A este respecto, AB (2s.35 podria promover la activacion crénica de la
glia acompafiado por el aumento de la liberacion de citocinas pro-inflamatorias v,
por lo tanto, causa la desregulacion del proceso inflamatorio a largo plazo,
conduciendo a la muerte neuronal. IL-1B y TNF-a desencadenan la produccién

195 & inducir

de otras citocinas, tales como IL-6, en respuesta al tratamiento con A
la proliferacion de células gliales. Ademas, regulan la expresion de iINOS en los
astrocitos y microglia para producir altas concentraciones de ON, lo que facilita la
disfuncion neuronal y la muerte®®® %’ Ademas, IL-17 juega un papel importante en
los procesos inflamatorios cronicos, tales como en modelos experimentales de la

encefalitis autoinmune inducida por AB causando dafio neuronal*®®*%°

, huestros
resultados confirman que la IL-17 esta implicado en la toxicidad causada por AR
(25-35)-

En este sentido, estos datos sugieren que las respuestas inflamatorias
podrian contribuir al dafio neuronal causado por AR (2s.35) porque hay una mayor
expresion de citoquinas pro-inflamatorias, lo que sugiere también que el proceso
inflamatorio es un evento clave para el deterioro de procesamiento cognitivo en

pacientes con enfermedad de Alzheimer®®.
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La enfermedad de Alzheimer, como ya se habia mencionado, no tiene cura,
los tratamientos farmacol6gicos existentes, s6lo son paliativos. Por lo que se ha
buscado maneras de prevenirla con los antioxidantes, como se observo, los
antioxidantes pueden intervenir en el estrés oxidante, y en base a nuestros
resultados, podemos decir que juegan un papel en la inflamacion, ya que pueden
influir en la activacion de los factores de transcripciéon como el factor nuclear kappa
B (NFKB) implicado en la induccién de iNOS, el cual es un factor determinante en
la respuesta inflamatoria del SNC**2. Estos pueden inhibir la activacién del factor
nuclear kappa B y por lo tanto inhibir a INOS, impidiendo que se desencadene la
cascada inflamatoria.'®? Estudios muestran que la administracién de antioxidantes
bloquea la respuesta inflamatoria al inhibir la INOS y la expresion de la
ciclooxigenasa (COX-2) asi como la produccién de ON, la liberacion de citocinas

pro-inflamatorias y la generacién de EROs en los astrocitos y la microglia.?®*2%2,
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XII. CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos en este trabajo podemos concluir que la
fraccion 25-35 del péptido amiloide-B induce de manera temprana la formacion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales van a desencadenar la peroxidacion

lipidica, generando dafio en las membranas neuronales.

Siendo el sistema nervioso sensible al dafio mediado por los radicales libres
debido a que el cerebro tiene una alto contenido de hierro (metal que participa en
la generacion de radicales libres), es rico en 4cidos grasos muy susceptibles a la
oxidacion y, ademas, posee niveles bajos de defensas antioxidantes respecto de
las halladas en otros 6rganos. El pre-tratamiento con los flavonoides epicatequina
y resveratrol disminuye la formacion de EROS y por lo tanto de PL, ademas de las
interleucinas pro-inflamatorias. Estos antioxidantes se encargan de atrapar los
radicales libres y otras sustancias oxidantes que son las responsables del dafio en

las membranas celulares.

Por otro lado, la fracciobn 25-35 del péptido amiloide-B también va
aumentar la concentracion de citocinas pro-inflamatorias IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-
17, estas citocinas pueden contribuir al dafio neuronal debido a que a una mayor
expresion de las citocinas pro-inflamatorias a largo plazo sugiere un proceso
inflamatorio crénico el cual es un evento clave para el deterioro de procesamiento
cognitivo en pacientes con Alzheimer. El pre-tratamiento con antioxidantes puede
bloquear la respuesta inflamatoria ya sea por al inhibir la INOS, asi como la
produccion de ON, la liberacion de citocinas pro-inflamatorias y la generacion de

ROS en los astrocitos y la microglia.
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XIV. ANEXOS

Técnica del Ensayo de Peroxidacion Lipidica.

1.

hw

Las muestras de los tejidos se homogenizan en 3mL de solucion salina (7-8
golpes en el sistema de vidrio teflon).

Los 3mL del homogenizado se dividen de la siguiente manera:

Se extrae el cerebro

Se toma el hipocampo y
se homogeniza en 3 mL
de solucién salina

Lo sobrante se
almacena

Cuantificacion
de Proteinas

Peroxidacion

Lipidica
1mL 1mL

S5upuL SpL

A las alicuotas de 1mL del homogenizado se les adiciona 4mL de una
mezcla cloroformo/metanol (2:1), se cubren de aluminio para no estar
expuestos a la luz.

Los tubos se agitan vigorosamente durante 10-15 segundos en el vortex.

Se conservan en hielo durante 30 minutos para permitir la separacién de
fases.

La fase acuosa sobrenadante se desecha (se aspira la fase
cuidadosamente, circundando por las paredes hasta el botdn, con cuidado
de no aspirar la fase organica).

Se toman 2mL de la fase cloroférmica, se transfiere a una celda de Cuarzo
y a esta se le adiciona 200uL de metanol. (Son 100uL por cada 1mL).
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7. La fluorescencia se mide en un espectrofotometro de luminiscencia LS50
Perkin-Elmer a 370nm de excitacion y 430nm de emision.

8. La sensibilidad de fluorescencia se ajusta a unidades de fluorescencia con
un estandar de quinina.

Especies Reactivas de Oxigeno

1. Del homogenizado se toman 10uL y se colocan 2 dos tubos eppendorf
(cada uno con 5uL)

A cada tubo se le agregan 45uLde Buffer Hepes:Tris (18:1)

Posteriormente se procede a preparar la Diclorofluoresceina (DCF) y La
Diclorofluoresceina Diacetato (DCF-DA).

w N

DCF

Colocar en un tubo
DCF (1) Se toma 4.0121 mg de DCF y se le agrega | eppendorf de 2mL
1mL MeOH (negro)

Tomar 50ml Buffer Hepes:Tris (9:1) a este se
DCF(2) |le quita 500uL y se le agregan 500uL de | Colocar en — un
MeOH. Posteriormente se le quitan 5uL y se ?Oargﬁ_z aforado  de
le agregan 5uL de DCF(1).

Tomar 100uL de DCF(2) y agregarle 900uL | Colocar en un tubo

DCF (3) | del Buffer Hepes:Tris (9:1) eppendorf de 2mL
(negro)
DCF-DA
Tomar 4.87mg de DCF-DA a este se le | Colocar en un tubo
DCF-DA(1) | agrega 1mL de MeOH. eppendorf de 2mL
(negro)
Tomar 50uL de DCF-DA(1) y se le | Colocar en un tubo
DCF-DA(2) | adicionan 950uL de MeOH. ?ﬁg;g;’orf de 2mL
Tomar 300uL de DCF-DA (2) y adicionar | Colocar en un tubo
DCF-DA(3) | 2700uL del buffer Hepes:Tris (18:1) ?r?epgerr(‘)‘;orf de 2mL

4. Una vez preparadas las soluciones, se procede a realizar el llenado de la
placa de 96 pozos, de la siguiente manera:
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Curva estandar

Buffer (9:1) DCF (3) [ng/200pL]
Blanco 198uL 2uL MeOH 0
1 198uL 2uL 0.08
2 195uL 5uL 0.2
3 190uL 10uL 0.4
4 180uL 20uL 0.8
5 160uL 40uL 1.6
6 140uL 60uL 2.4
7 120uL 80uL 3.2
8 100uL 100uL 4
9 80uL 120uL 4.8
Muestras:

145puL del Buffer Hepes:Tris (18:1) + 50uL de DCF-DA (3) + 5uL de la

muestra (1:10)

Soluciones:

Buffer Hepes

e 120mMNaCl...................... 7.0138g.
e 25mM KCl......oovvviieiennn. 0.1864.
e 1.2mM NaHsPOq4................ 0.1656.
e 0.1mM MQCly..cevvvvvinninnnnn, 0.02033 (hidratado)
..................... 0.00952 (anhidrico)
e 50mM NaHCOs;................. 0.4200
e 6.0mM Glucosa.................. 1.0812
e 1.0mM CaCly..cuevvvininnnnnnn. 0.1110
e 10.0mM Hepes................... 2.3830
Disolver en 1litro de agua desionizada.
Buffer Tris

Disolver 4.84g. de Tris base en 1 Litro de agua desionizada y ajustar el pH a 7.4.

Cuantificacion del contenido de Proteinas por el método de Lowry et al 1951.

1
2
3.
4

o

Tomar 50uL del homogenizado de la muestra.

. Diluir el homogenizado en 950uL de agua destilada.

Colocar 200pL de la muestra diluida en un tubo de ensayo.

. Agregar 1mL de la solucion C, mezclar y dejar 15 minutos a temperatura
ambiente.

Agregar 200uL del reactivo Folin 1:1 (con agua destilada), mezclar y
dejar 30 minutos a temperatura ambiente.
Leer las muestras a 550nm
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Soluciones

e Solucién C.

Agregar Na2CO3 2% (2g) en una solucion de NaOH 0.1N mas 1mL de una
solucién de CuS04 al 1% mas 1mL de una soluciéon de tartrato de Na+/K+ al
2%.

e Folin 1:1 (Folin + agua)
e NaOH 0.1N

e Sulfato de Cobre
10mL de sulfato de Cobre 1%

Técnica de ELISA para cuantificar citocinas

Primera Etapa: Fijacion del antigeno

1.- Agregar 100 pL de solucion de fijacion a cada pozo

2.- Agregar 5 uL de la muestra para fijar el antigeno a la placa e incubar por una
hora con agitacion.

3.- Retirar el liquido residual

4.-Bloquear la placa con 300 yL de ASB a cada pozo e incubar por 15 minutos
con agitacion a temperatura ambiente.

5.- Retirar el liquido residual

Sequnda Etapa: Reaccidn antigeno- anticuerpo

1. Agregar 100 pL de solucion fijadora

2. Agregar 100 pL de anticuerpo primario e incubar por una hora con agitacion
a temperatura ambiente.

Retirar el liquido residual

Llenar cada pozo con solucién para lavado y agitar durante 5 minutos (3
veces)

Anadir 100 pL de anticuerpo secundario e incubar por una hora con
agitacion a temperatura ambiente

Retirar el liquido residual

Afadir solucion para lavar a cada pozo durante 5 minutos.

Retirar el liquido residual

Anadir 100microlitors de ABTS (A+B 1:1)

10 Desarrollar el color (azul- verde)

11. Adadir 100 microlitros de solucion de paro para la enzima peroxidasa
12.Leer en el lector de micro-placas a 450nm.

B w

o

© oo ~NO
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Preparacioén de las soluciones
-Solucién coating (1/ 10)

-ASB (1/20)

-Anticuerpo secundario (1/5000)
-Solucién de lavado (1/10)
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