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1. Resumen

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por
la presencia de placas amiloides y marafas neurofibrilares en el cerebro, formadas
a partir de la agregacion del péptido B-amiloide y proteina de union a tubulina
respectivamente. Clinicamente se presenta con déficit de la memoria y alteraciones
de las funciones cognitivas. Representa la causa mas frecuente de demencia,
posicionandola como un problema en salud publica a nivel mundial.

Los tratamientos actuales se basan en el uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa
y los bloqueadores no competitivos del receptor N-metil-D-aspartato, sin embargo,
actualmente se continua la busqueda de nuevas opciones terapéuticas que sean
capaces de retrasar el progreso de la enfermedad.

En este estudio, se evalué el compuesto 3f, un nuevo compuesto derivado de
benzotiazolisotiurea con resultados prometedores en estudios in silico e in vitro
previos. El método utilizado fue un modelo in vivo de enfermedad de Alzheimer
inducido por administracion intracortical de B-amiloide1-42 (BA1-42), posteriormente se
realizaron pruebas conductuales incluyendo la prueba de evitacién pasiva y prueba
de campo abierto, asi como pruebas bioquimicas que incluyeron la cuantificacion
de la actividad de acetilcolinesterasa y cuantificacion de BA con el fin de medir el
efecto neuroprotector del compuesto 3f.

El compuesto 3f, ante las pruebas conductuales y bioguimicas, presentd una
tendencia discreta a disminuir la actividad de acetilcolinesterasa y la produccién de
B-amiloide. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los resultados, por lo que se concluyé que el compuesto 3f no fue
capaz de disminuir el déficit cognitivo en el modelo animal de enfermedad de
Alzhemer ocasionado por la administracion intracortical de BA1-42.



Abstract

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by the presence
of amyloid plagues and neurofibrillary tangles in the brain, formed from the
aggregation of amyloid-B peptide and Microtubule Associated Protein respectively.
Clinically it presents as memory and cognitive impairment. /t’'s the most common
cause of dementia, pointing it out as a global public health issue.

The current treatment options are based on the acetylcholinesterase inhibitors and
the non-competitive N-Methyl-D-Aspartic channel blockers, however, the research
for new treatment options that can slow the progression of the disease continues.

In this study, we evaluated 3f compound, a novel compound derivative from
bezothiazolilisothioureas, which was the most promising in previous in silico e in vitro
studies. The method used was an in vivo Alzheimer’s disease model inducted by
intracortical injection of ABi42, to later use behavior tests, including passive
avoidance test and open field test, as well as biochemical tests, which included
acetylcholinesterase activity quantification and AB quantification to measure the
neuroprotective effect of 3f compound.

The 3f compound showed a tendency to decrease acetylcholinesterase activity and
BA production in the behavioral and biochemical tests, however, they were not found
statistically significant difference in the results, concluding that the 3f compound
didn’t show improvements in the cognitive impairment in an Alzheimer’s disease
model inducted by intracortical injection of AB1-a2 .



2. Introduccién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado
por la presencia de placas extracelulares de [(-amiloide (BA) y marafas
neurofibrilares intracelulares de proteina asociada a tubulina (tau) en el cerebro. La
EA. Es clinicamente caracterizado por demencia, siendo la misma definida como
déficit en la memoria y alteracion en 21 de las funciones cognitivas, incluyéndose el
lenguaje, praxis, gnosias, funciones ejecutivas, juicio y pensamiento abstracto, asi
como discapacidad funcional, sin alteracion al estado de conciencia.t 2

A nivel mundial, la demencia tiene una prevalencia de 55 millones de personas
anualmente, de estos ~60% son causadas por EA y aproximadamente el 60% viven
en paises de bajos y medianos ingresos. Cada afio se registran cerca de 10 millones
de nuevos casos, se prevé que el numero total de personas con demencia alcance
los 82 millones en 2030 y 139 millones en el 2050.% En México hay pocos estudios
epidemioldgicos, sin embargo, se calcula una prevalencia de demencia del 7-8% de
los adultos mayores, siendo 60% mujeres y el 31% de los afectados son mayores
de 80 afios de edad.*

Para la etiopatogenia de la EA sigue siendo importante la hipétesis amiloide, en la
cual, esta implicado el péptido BA. Este péptido es producido a partir de la proteina
precursora de amiloide (PPA), una proteina transmembrana que, en un proceso no
amiloidogénico, es cortada por la enzima a-secretasa, seguida por y-secretasa, para
su posterior procesamiento y eliminacion, sin producir el péptido BA.> Sin embargo,
en la via amiloidogénica, el corte de la APP es realizado por B-secretasa (BACE-1,
por sus siglas en inglés beta-site APP-cleaving enzyme 1), seguido por y-secretasa,
generando isoformas de BA insolubles que posteriormente forman agregados
capaces de inducir efectos neurotéxicos y neuroinflamacion.®

En la actualidad, los tratamientos farmacologicos para la EA presentan un éxito
moderado, no existe cura alguna para la enfermedad®, ocasionando que la patologia
sea sumamente incapacitante, tanto para quien la padece como para los familiares,
por lo que, la investigacion se ha enfocado en la busqueda de nuevos compuestos
que, a traves de las dianas terapéuticas implicadas en la etiopatogenia, generen un
cambio en la progresion de la EA.

El desarrollo de un farmaco que logre la reduccion de la progresion de la EA y
mejore la calidad de vida de los pacientes, asi como la de sus familiares. Ademas
de generar un cambio en el gasto anual que produce la enfermedad a nivel mundial.
Debido a lo anterior, en este trabajo se evalla un compuesto denominado “3f”, el
cual es un derivado de benzotiazolisotiourea, que en estudios in silico previos se
evidencio interaccion quimica con residuos de aminoacidos del sitio activo de
BACE1, acetilcolinesterasa (AChE) y en el sitio de oligomerizacion del péptido BA,
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mostrando asi una posible actividad multitarget.” Se ha corroborado, mediante
estudios in vitro, la actividad al inhibir AChE y en la oligomerizacién de BA .” Cabe
mencionar que, compuestos derivados de benzotiazoles y adamantadina, han sido
reportados como inhibidores de AChE. Por lo tanto, es posible que, al evaluar el
compuesto 3f en un modelo para la EA inducido mediante la administracién
intracortical de BA, tenga efecto sobre las funciones conductuales medidas por la
prueba de evitacion pasiva y prueba de campo abierto, asi como en las pruebas
bioquimicas, al inhibir la actividad de AChE y disminuir la agregacion del BA.



3. Marco tedrico

La EA es un trastorno neurodegenerativo de lenta progresion, ocasionado por un
procesamiento y polimerizacion aberrante de proteinas, lo anterior debido a distintos
factores como mutaciones genéticas, factores y envejecimiento. El mal plegamiento
ocasiona pérdida de la funcion normal de la proteina, al igual que la ganancia de
toxicidad, lo que resulta en muerte neuronal, neuroinflamacion y disfuncion
neuronal.®

La EA es la causa mas frecuente de demencia, ocasionando ~60-90% de los casos
de demencia, que clinicamente se presenta como déficit cognitivo amnésico
prominente, sin embargo, el déficit en la expresién oral, procesamiento visoespacial,
y funcién ejecutiva puede acompafarlo. Se relaciona con las lesiones histologicas
observables en los pacientes, que implican las placas amiloides extracelulares que
se distribuyen a lo largo de la corteza cerebral y las marafas neurofibrilares de
proteina tau, que inician en el I6bulo temporal medial para posteriormente esparcirse
a las regiones corticales de los lébulos temporal, parietal y frontal.!

En la EA existen distintas fases clinicas; la fase preclinica, en la que ocurren
alteraciones en el funcionamiento de distintas células nerviosas, incluyendo a las
neuronas, microglia, astrocitos, conduciendo la progresion de la enfermedad a sus
estadios clinicos, donde sera observable el deterioro cognitivo. La neuroinflamacion,
el envejecimiento y la disfuncién del sistema de limpieza metabdlico actuan a la par
de la acumulaciéon de BA; el cual, por un mecanismo desconocido, induce la
agregacion y esparcimiento de tau a distintas areas del cerebro.®

Se puede clasificar en EA esporadica, la cual compone el 95% de los casos y se
presenta como EA de desarrollo tardio y EA familiar o autosémica, la cual
representa el 1-5% y se inicia <65 afios de edad.*°

El desarrollo de la EA se asocia a distintos factores de riesgo, al factor genético se
le atribuye ~60-80% del riesgo de EA, siendo el mas implicado el alelo de la
apolipoproteina E (APOE €4), que explica una parte sustancial de los casos de EA,
sin embargo no da explicacion de todos. También influyen otros factores,
destacando la edad avanzada (>65 afos y especialmente >80 afos), el género, ya
gue las mujeres presentan mayor incidencia, el estilo de vida, mencionando factores
patoldgicos, se ha relacionado con obesidad, hipertension, diabetes, entre otros.? °

El inicio de la EA es insidioso y suele ser diagnosticada en un estadio altamente
avanzado siendo incurable. La rehabilitacion y el cuidado de los pacientes es
complicado y ocasiona un gran desgaste econdmico y psicolégico para los
familiares y la sociedad.* °
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Para encontrar un tratamiento eficiente, seguro y costeable es necesario el
conocimiento en el mecanismo etiopatogénico, conocer las principales teorias y la
identificacion de posibles dianas terapéuticas.

De acuerdo con la Alzheimer’s Disease International, en el 2018 se estimo la
prevalencia de la demencia en ~50 millones de personas a nivel mundial y se
proyectan ~82 millones para el afio 2030 y de 139-150 millones casos para el 2050,
con 2 terceras partes viviendo en paises de bajos o medianos recursos. Se estima
que por afio se presentan 10 millones de nuevos casos mundialmente.®

La incidencia de la demencia cambia con la edad, siendo que en pacientes entre los
65-70 afios es de ~1/100 por afio, incrementando a ~4/100 por afio entre los 80-90
afos de edad. Mientras que la prevalencia de la demencia amnésica diagnosticable
incrementa alrededor del 1% en pacientes <65-69 afios a 7-8% entre los 80-84 afios
y hasta del 27% entre los 90-94 afios.!

En México, se realiz6é una proyeccion de las demencias en el 2015, donde se calculo
qgue habria 11.5 millones de personas con demencia en México para el 2050; un
estimado realizado en el 2018, proyecta una poblacién de 13.5 millones de
personas. Hay pocos estudios epidemiolégicos, sin embargo, en los estudios
realizados por la Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México
(ENASEM, https://www.inegi.org.mx/programas/enasem/2018/) y la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT; https://ensanut.insp.mx), para el 2015,
se calculé una prevalencia de demencia del 7.9-9%, de las cuales, el 60% eran
mujeres y el 31-35 % tenia >80 afios, el 40% del total vivian en condiciones de muy
alta marginalidad y situacién de pobreza extrema.*

El Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) realizé el estudio con el
grupo de investigacion 10/66, donde se calculé una incidencia de 30.4 nuevos casos
por cada 1,000 habitantes por afio. En cuanto a la mortalidad, en este mismo
estudio, se observo un riesgo del doble de la mortalidad en los pacientes con
demencialt
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La hipodtesis amiloide es el evento etiopatogénico principal detras de la EA, se
postula que dos enzimas secretasas distintas pueden generar el primer corte en la
proteina precursora amiloide, resultando en el paso a dos vias distintas, la
amioloidogénica y no amiloidogénica.® Ambas vias han sido ilustradas vy
contrastadas en la figura 1 para su mejor comparacion.

3.4.1 Via no amiloidogénica

La PPA es una proteina integral de membrana constituida por 639-770 aminoacidos
en el humano, la cual tiene alta expresion en el sistema nervioso central y realiza
diversas funciones fisioldgicas, entre estas se le ha atribuido participacién en la
plasticidad sinaptica, actividad excitatoria neuronal, transporte, endocitosis,
regulacion de vias intracelulares, asi como control en el sistema inhibitorio
GABAEérgico. Es inicialmente cortada por una a-secretasa, generando un fragmento
carboxilo-terminal soluble de 83 aminoacidos (FCTa 83) y una subunidad de la
proteina precursora amiloide (sPPAq). Posteriormente, una y-secretasa genera un
segundo corte en FCTa83, resultando en un péptido de dominio intracelular
(AICD/AID), un péptido p3 (3 KDa) pequeio de FCTa83 (Figura 1A). Esta cascada
se considera neuroprotectora, al contrario de la derivada de B-secretasa, ya que el
paso de PPA por esta via, no genera la produccion de fragmentos BA. 589 11

3.4.2 Via amiloidogénica

En esta via, la primera escision, contrario a la via no amiloidogénica, es realizada
por B-secretasa’, donde se corta a PPA y genera fragmentos carboxilo-terminales
solubles de 99 aminoacidos (FCTB 99) y una subunidad de la proteina precursor
amiloide B (sPPAR), con la segunda escision en FCTB 99 realizada por la misma y-
secretasa, resulta en un péptido amiloide de dominio intracelular (AICD/AID) y
fragmentos de B-amiloide, dependiendo del sitio de corte de y-secretasa, se pueden

generar diversas isoformas de A, compuestos por 38-43 aminoacidos (Figura 1B).
5,12

Siendo el PBA140 el de mayor predominio, BA142 estd presente en bajas
concentraciones, pero es mas propenso a formar agregados; también se han
observado BAiss y formas truncadas de la region N-terminal; como BAai-15, BA1-16 Y
BA1.17.5 6 11,13
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695-772 aminoacidos

El BA forma distintos agregados, desde mondémeros hasta oligomeros de alto peso
molecular, los cuales son capaces de inducir efectos neurotdxicos, asi como
disfuncion de la plasticidad sinaptica; particularmente en el hipocampo.’: 1t

PPA
A Viano amiloidogénica

Regular genes

B via amiloidogénica -

egulargenes
2 g g
B-secretasa @

O

FIGURA 1 PROCESAMIENTO PROTEOLITICO DE LA PROTEINA PRECURSORA DE AMILOIDE

A. La via no amiloidogénica se caracteriza por el corte de PPA por a-secretasa y no genera el péptido BA. B.

En la via amiloidogénica, PPA es cortado por B-secretasa, generando fragmentos que tienen la capacidad de

formar oligémeros, precursores de las placas amiloideas. B

3.5 Proteina de unidn a tubulina (tau)

La proteina tau es una proteina asociada a los microtdbulos, conocida como
proteina esencial termoestable para el ensamblaje y estabilizacion de los
microtubulos. Se presenta en 6 isoformas en el cerebro humano, derivados del
empalme alternativo de los exones 2, 3y 10 del gen de la proteina tau asociado a
microtUbulos (MAPT), el cual se localiza en el cromosoma 17g21'% 12 Este gen se
expresa altamente en neuronas.! 16

El empalme del ex6n 10 determina la presencia de la isoforma obtenida, que
contiene 3-4 repeticiones (B3R o 4R) de una secuencia de alrededor de 32
aminoacidos en el dominio de unién a microtabulos, de igual manera, el empalme
de los exones 2 y 3 determina el nUmero de residuos 29 cercanos al amino terminal,
que pueden no contenerlos, o tener de 1-2, lo que resulta en que las isoformas
contengan 0,1 o 2 insertos (ON, 1N o 2N). Tanto las repeticiones R o N son las
encargadas del ensamblaje a los microtibulos.5 1. 16. 17
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Se han realizado varios estudios sobre las implicaciones fisiologicas de tau en
diferentes niveles celulares, siendo que se asocia con la maduracién, transporte y
regulacion axonal, en las dendritas participa en la plasticidad sinaptica y, a nivel
nuclear, se encarga del mantenimiento e integridad del ADN gendmico y del ARN
nuclear y citoplasmatico.> 11 16,18

En condiciones normales, la proteina tau tiene la funcion de proteina estabilizadora
en los microtibulos de los axones neurales. Sin embargo, en un estado anormal, se
produce hiperfosforilacion de tau que resulta en la desestabilizacion de los
microtubulos y en la formacion de marafias neurofibrilares, que se depositan
principalmente en el soma de las neuronas.> 1116, 18

Estudios bioquimicos han demostrado que los depdésitos de agregados insolubles
de tau dependen de la desregulacion del proceso de fosforilacion de las regiones
de tau. Normalmente hay 2 fosforilaciones por molécula de tau, sin embargo, en
pacientes con EA, hay alrededor de 8 fosforilaciones. La fosforilacion produce
cambios conformacionales, generando filamentos helicoidales, los cuales se
asocian a la formacion de ovillos, dafio neural y disfuncién cognitiva. 11. 16,18

En la fisiopatologia de la EA también participa la disfuncién colinérgica, la cual se
origina por perdida de neuronas productoras de acetilcolina (ACh) en el nicleo basal
de Meyner (NBM) y disfuncién en las sintesis y accién de ACh.*°

La ACh es uno de los neurotransmisores principales en el cerebro, que actia en
multiples vias colinérgicas, encontrdndose una alta densidad de neuronas que las
producen en el talamo, cuerpo estriado, sistema limbico y neocorteza, sin embargo,
actla en mas regiones del cerebro. Entre estos, se destaca el NBM el cual, contiene
una alta concentracién de neuronas colinérgicas que se proyectan a la neocorteza,
hipocampo, entre otras areas y modula funciones importantes como la atencién, el
miedo y las interacciones sociales, como la memoria de reconocimiento social, éste
es el origen de una gran parte de la inervacion colinérgica que se ve afectada en la
neurodegeneracion severa en la EA, produciendo el déficit cognitivio.'t 1% 20

En estos sitios hay una gran densidad de neuronas colinérgicas, en donde la
sintesis de ACh inicia en la neurona presinaptica, con la union del sustrato colina
con la Acetil Coenzima A (Ac CoA) y con ayuda de la enzima colinacetiltransferasa
(ChAT). La Ac CoA se obtiene del procesamiento de la glucosa en la glucélisis y el
ciclo de Krebs. Posteriormente, la ACh es liberada a la hendidura sinaptica. 1% 19 21
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FIGURA 2 SiNTESIS DE ACH EN LAS NEURONAS COLINERGICAS

ChAT=Colinacetiltransferasall- 19 21

La cantidad de ACh en la sinapsis es regulado por la enzima AChE, la cual hidroliza
alrededor del 80% de la ACh en colina y acetato, la colina se recaptura para
posteriormente ser reutilizado en la sintesis de ACh, mientras que el acetato se
utiliza en diversas funciones celulares, incluyendo la produccién de energia, sintesis
de lipidos y acetilacién de proteinas.? 23 24

ACh cumple diversas funciones esenciales, como promover la neuroplasticidad, la
sincronizacion de la actividad neuronal, el remodelado cortical, asi como regulacién
de la vasodilatacion y perfusién cerebral.'®

En la membrana de la neurona posinaptica, la ACh se une al receptor colinérgico
muscarinico tipo 1 (M1), que es un receptor de la subfamilia de receptores
acoplados a proteina G, el cual opera a través de la cascada de sefalizacion Gi/Gq,
e interviene en diversas funciones ilustradas en la figura 2.19 21,22, 23

La estimulacién de M1 por agonistas de ACh ha probado mejorar la generacion de
sPPAa y reducir la produccion de BA por su accién en la via de proteincinasa C
(PKC) y la via de las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK/ERK 1/2)
que, a su vez, se relacionan en la activacion de a-secretasa. Igualmente, altera los
niveles de BACE-1 por un mecanismo aln desconocido. 2122

La activacién de M1 genera neuroproteccion contra la neurotoxicidad inducida por
BA a través de su accidn en la via de sefializacién Wnt/B-catenina. Ademas, ejerce
accion inactivando la via de glucégeno sintasa cinasa-33 (GSK3B) y con ello
estabilizando a B-catenina, induciendo la expresion de genes diana de Wnt que se
implican en supervivencia neuronal. La accion de M1 no solo se limita a intervenir
en BA, igualmente inhibe la fosforilacion de tau, ya que GSK3p es la cinasa principal
implicada en la fosforilacion de tau.??
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Adicionalmente, M1 esta implicado en la proteccién contra factores apoptéticos
como el dafio en DNA, disfuncion mitocondrial, activacion de la via de las caspasas
y estrés oxidativo. Finalmente, protege contra la disminucion del flujo sanguineo
cerebral que ha sido reportado como una de las caracteristicas principales de la
EA_19, 22

Es necesario resaltar que BA en la EA, induce el desacoplamiento de M1 con su
proteina G, asi como su activacion, con ello antagonizando la funcion de M1; esto
por interacciones aun no conocidas pero que sugieren ser por cambios en las
caracteristicas del receptor M1 que inducen acoplamiento.?? 2425

Unioén de ACh a M1

| ! }

BA tau 1‘ Neuroproteccion
1‘ a-secretasa B-secretasa WNT/GSK3p 1 B-catenina Apoptosis Caspasas Daio al ADN

FIGURA 3 EFECTOS DE ACH MEDIANTE SU UNION AL RECEPTOR M1 EN LA EA

En rojo se presentan las vias que son inhibidas por la accién del receptor M1 estimulado por la ACh; las vias

favorecidas se presentan de color verde. 19, 22,24

*ACh: Acetilcolina. M1: Receptor muscarinico de tipo 1. BA: Beta amiloide. Tau: Proteina de union a
tubulina.

La formacién de complejos BA conlleva la generacion de neuroinflamacién y muerte
neuronal en las vias colinérgicas, especialmente en el NBM, lo que condiciona
alteracion en el metabolismo de la ACh de diversas formas, siendo las principales
un aumento en la actividad hidrolitica de la AChE a, afectando la sintesis de ACh,
la cual se ve disminuida por reduccion de la actividad de la ChAT vy, finalmente, por
accion directa sobre la ACh.?!

Todo esto es regulado por una retroalimentacion positiva producida por el aumento
en la formacion de péptido BA y aumento de la fosforilacion de la proteina tau que,
a su vez, produce su desestabilizacién y formacion de oligdbmeros, y con ello,
contribuyendo a la formacion de las placas amiloides y las marafias neurofibrilares,
que son las marcas fisiopatolégicas de la EA (Figura 3).2% 22
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FIGURA 4 CORRELACION DE LAS TEORIA PRINCIPALES

En cuadros azules se presentan los cambios fisiopatoldgicos de la hipdtesis amiloide, en cuadros verdes los
cambios de la hipétesis colinérgica y en cuados naranjas los cambios en la hipdtesis de tau, lasy refieren
disminucién de la concentracion, al contrario de las |, las cuales aluden a un aumento .

*BA: Beta amiloide. NBM: Nucleo Basal de Meynert. ChAT: Colin-acetil transferasa. ACh: Acetilcolina. tau:

Proteina de unién a tubulina. BHE: Barrera hematoencefalica. 21 22

En estudios in vivo se ha comprobado que la interaccion entre BA y AChE forma
complejos BA-AChE, ocasionando la aceleracion de la agregacion del BA, ademas
de incrementar el tamafio de los agregados y generar depdsitos de A mas grandes.
Igualmente, se ha observado que produce mayor inflamacién y muerte neuronal
cuando se generan los complejos BA-AChE, demostrando que estos complejos son
mas toxicos que las fibrillas BA.24 26. 27

Los complejos PA-AChE ocasionan cambios en el recambio de calcio,
decrementando los niveles de su influjo en las neuronas, observandose la salida de
este hacia el espacio extracelular. Aln no se conoce cual es el canal implicado en
este proceso, este cambié ocasiona desequilibrio en la homeostasis de Ca*?/K*
siendo propuesto como un mecanismo de neurotoxicidad.?5 27. 28

Se ha observado que los complejos inducen la activacion de la AChE mediada por
la apertura de los canales de calcio tipo L, aumentando la produccion de la isoforma
monomérica anfifilica de la misma, y con ello favoreciendo su actividad hidrolitica.?®

Y en un estudio mas actual realizado por Zueva et al. en el 2023, se observo un
incremento de la actividad catalitica de AChE in vitro por la formacién de complejos
de BA-AChE, teorizando que esto es debido al incremento de la activacion mas que
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estos contribuyan en la estabilizacion de la enzima, ya que no se observan efectos
en la hidrdlisis de ACh, demostrando que para la activacion de AChE es necesaria
la formacién de oligdbmeros de BA. En este mismo estudio se preguntaron si los
complejos BA-AChE podian afectar el funcionamiento de los inhibidores de AChE,
demostrando por medio de un experimento in vitro donde hubo disminucion de la
inhibicion del donepezilo por la presencia de BA.2°

La neuroinflamacién es un complejo sistema de respuesta celular inmune del
sistema nervioso central (SNC) que se presenta ante un estimulo y que afecta la
actividad basal celular, estos estimulos pueden ser distintos, tales como infecciones,
trauma, isquemia y toxinas. El cerebro esta protegido en condiciones fisiol6gicas
por la barrera hematoencefalica (BHE) que limita el paso de las células
inmunoldgicas periféricas, con ello regulando y limitando la respuesta inflamatoria
gue se presenta en el mismo. En consecuencia, una de las células que participa en
la respuesta inflamatoria es la microglia, células fagociticas que consta de alrededor
del 10% de las células del SNC, la cual ejerce accion en la plasticidad neuronal,
neurogénesis y defensa ante estimulos nocivos en el SNC. Esta tiene la capacidad
de expresar factores pro y antiinflamatorios. 30 3% 32

Cuando un estimulo nocivo afecta a la microglia se modifica su morfologia y perfil
genético, cambiando al fenotipo proinflamatorio que genera citocinas y quimiocinas
proinflamatorias destacando al factor necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina 13
(IL-1B), que se relacionan con la produccién de especies reactivas de oxigeno
(EROs) que ayudan a la eliminacién del estimulo nocivo y la reparacion tisular, pero
que, en algunas patologias, fungen como un retroalimentacion positivo que
promueve la muerte neuronal, pérdida de sinapsis, inhibicion de la neurogénesis,
alteracion del metabolismo de los neurotransmisores, reduccion del soporte
neurotréfico, dafio a la BHE y, si es crénico, deterioro cognitivo, alteracion motora y
pérdida de la memoria. 30 3% 32

En la respuesta neuroinflamatoria también participan otras células del sistema
inmune innato del SNC, como los astrocitos y células endoteliales; ademas, cuando
la BHE se encuentra dafiada, las células inmunitarias sistémicas logran infiltrarse
en el SNC, contribuyendo todas al proceso neuroinflamatorio. En condiciones de
enfermedades neurodegenerativas, la respuesta neuroinflamatoria se mantiene de
manera crénica, este mecanismo se observa en distintas patologias neuroldgicas,
como la depresioén, enfermedad de Parkinson y en la EA.30. 31
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En la EA, la neuroinflamacion ejerce un papel importante. Diversos estudios
corroboran la activacion exacerbada de las células de la microglia y los astrocitos,
asi como la alta expresion de factores proinflamatorios en la misma patologia.
Ademas, se ha observado alta concentracion y acumulaciéon de mediadores
inflamatorios alrededor de las marafas neurofibrilares y las placas amiloides, que
generan un entorno neuroinflamatorio. 32

Las citocinas principales encontradas en el cerebro en pacientes con EA son TNF-
a e interleucina 6 (IL-6), las cuales tienen la capacidad de aumentar la actividad de
BACE 1y el factor de transcripcion nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de
las células B activadas (NF-kB), este ultimo encargado de la activacién de la
fagocitosis por las células de la microglia.?

La amplia investigacion de las marcas fisiopatologicas de la EA ha llevado a la
generacion de distintas lineas de investigacion, en el desarrollo y evaluacién de
farmacos que se orientan con una o varias dianas terapéuticas (multitarget).

El tratamiento farmacoldgico actual consta de 5 farmacos principales, los cuales han
sido aprobados por la Food and Drugs Administration (FDA) en Estados Unidos, 3
son inhibidores de AChE (donepezilo, galantamina, rivastigmina), un antagonista
del receptor N-metil-D-aspartato (memantina) y un ultimo farmaco que combina
ambos mecanismos (namzaric), los primeros cuatro han sido aprobados igualmente
por la Unién Europea.33 34

Sin embargo, el tratamiento se enfoca en la reduccion de la sintomatologia y no es
curativo, ademas de perder eficacia con el paso del tiempo, asi como poseer

distintos efectos secundarios y adversos, tal y como se describen en la tabla 1.% 33
34

Por lo que la investigacidon en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la EA
ha buscado desarrollar distintos compuestos para una amplia variedad de dianas
farmacoldgicas, que puedan generar disminucion significativa del progreso de la
enfermedad y con ello mejorar la calidad de vida de los pacientes que la padecen.
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TABLA 1 FARMACOS ACTUALES PARA EA

Mecanismo de Afiode

Farmaco I I Indicacién Eficacia terapéutica Efectos advesos Estructura quimica
accion aprohaclun

1996 o—
Donepezilo (Aricept)

Nduseas, vémitos,
2000 Demencia pérdida del apetito,

Inhibidor de la
leve- calambres, dolor de

Rivastigmina (Exelon) colinesterasa

moderada cabeza y suefios poco
placenteros.

Galantamina 2001 i

(Razadyne) Modesta reduccién ° [
== N

de la sintomatologia cHy

M ti Bloqueador no
emantina
competitivo del 2003 Menos
(Namenda) —CH,
canal de NMDA

Demencia

moderada-
severa L ¢ 2
Ambos
Namzaric i 2014 N/A 4 R @
mecanismos > ~CH,

N/A: No aplica 3334

Un farmaco que es de importancia destacar para este protocolo es la galantamina,
inhibidor de la AChE aprobado el afio 2001 que, desde entonces, ha sido
ampliamente utilizado para el tratamiento de la EA. En estudios previos, se prob6
este farmaco en el modelo de EA por BA intrahipocampal y se cuantificaron sus
efectos en pruebas conductuales, incluyendo la prueba de evitacidn pasiva y
pruebas de motricidad; igualmente, ya se han hecho amplios estudios sobre sus
efectos en las pruebas bioquimicas, en las que se incluyen la cuantificacion de la
actividad de AChE y BA. 35 36,37

Los antecedentes recopilados nos permitieron utilizar la galantamina para comparar
sus efectos con los del nuevo compuesto en el modelo de EA por BA intracortical.

Los benzotiazoles son compuestos miembros de la familia de benzotiazoles, los
cuales, son compuestos heterobiciclicos aromaticos con un nucleo de benceno
unido en la posicién 4 y 5 del anillo tiazol, la estructura de estos se ilustra en la figura
4A.5 38

Los benzotiazoles son importantes farmacoforos en la quimica medicinal y, debido
a la gran diversidad de propiedades farmacoldgicas, se han utilizado en diferentes
lineas de investigacion. Su amplia variedad de propiedades quimicas depende de
la naturaleza y posicion de sus sustituyentes, estas moléculas poseen un amplio
rango de actividades biolégicas que son utiles en farmacologia. Las mayormente
estudiadas son las propiedades antitumorales, sin embargo, otras de sus
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propiedades reportadas son como anticonvulsivo, antiviral, antituberculoso,
antimalarico, antiparasitario, diurético, analgésico, antimicrobiano, antiinflamatorio,
antidiabético y antioxidante, entre otras actividades que continlan en
investigacion.b: 38 39, 40

Algunos derivados de benzotiazoles se han utilizado en el tratamiento para diversas
enfermedades como la esclerosis lateral amiotréfica, en la cual se le ha relacionado
con propiedades neuroprotectoras, como inhibidor no competitivo del receptor
NMDA. 63839

A 6 B NH2
7 0 ?
Py
8 4 N
9 3

FIGURA 5 ESTRUCTURA DE LOS BENZOTIAZOLES

A. Anillo de benzotiazol B. Adamantadina C. Adamantan-1-il-3-benzotiazol-2-il-2-metil-isotiurea (3f)
[Rosales M., et al, 2022]

Relacionado con la EA, los benzotiazoles se han propuesto como posibles
farmacoforos para el desarrollo de farmacos que disminuyan la sintomatologia y
reduzcan la progresion de la enfermedad debido a su alta afinidad a AChE en su
sitio activo catalitico (SAC), que los propone como potentes inhibidores de la
AChE 40. 41

El adamantano es una molécula que resulta de la union de 3 ciclohexanos con alta
simetria y arreglo espacial de los atomos similares a diamantes. La adamantadina
(adamantan-1-amina) (figura 4B) fue el primer derivado de adamantano con
aplicacién medicinal y ha demostrado un amplio rango de actividades bioldgicas,
respecto a su utilidad como farmaco, tuvo su primer uso como tratamiento para la
enfermedad de Parkinson desde hace mas de 50 afios, recientemente para la
enfermedad de Huntington y desde hace 10 afios para el tratamiento de EA.” 41
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Rosales M. y colaboradores (2022) evaluaron el acoplamiento con BA1-42y AChE de
22 compuestos derivados de benzotiazolisotiurea con posible efecto inhibidor de
AChE y de la agregacién de BAi-42, por medio de docking molecular, y seleccionaron
uno de los mejores compuestos con mejor afinidad hacia BA y AChE, el cual se
sintetizd y caracterizg, siendo el compuesto 1-Adamantan-1-il-3-benzotiazol-2-il-
2-metil-isotiurea (“3f”) (figura 4C).7 42

En el acoplamiento molecular con BA1-42 en su conformacion a-hélice obtuvo un
AG=-6.02 Kcal/mol (Un valor mas negativo de AG indica una mejor afinidad entre el
ligando y la proteina) y presento interaccion con los residuos F20, F19, Q15, V12,
H14, E11, D7, V18, E22, E23 y N27, destacando los residuos E22 y D23,
aminoacidos de importancia en el cambio de la forma hélice-a a lamina-3, mientras
que la curcumina obtuvo un AG=-4.76 Kcal/mol e hizo interaccion con los residuos
H13, H14, K16, L17, V18, A21, E22, V24, G25 y S26. Mientras el acoplamiento del
compuesto 3f con AChE obtuvo un AG=-7.49 Kcal/mol e interacciéon con los
residuos W86, D74, R296, F295, V294, Y341 y F338, destacando los residuos D74,
Y341 de unibn al sitio periférico de unién a aniones (funcién en la orientacion de la
parte cationica de la enzima) y F338 que se une al sitio acil (sitio de unio al grupo
acetil de la ACh y regula la catalisis) en comparacion con la AG=-6.9 Kcal/mol en
Y341, S293, V294, F295, R296 y F297 de la galantamina.*3

Posteriormente se sintetizoé y se evalud su actividad in vitro, donde se realizé una
cinética enzimatica para evaluar la actividad de AChE, observandose disminucién
de la actividad a concentraciones de 80-120 uM del compuesto, sin embargo a las
concentraciones evaluadas no fue posible determinar una constante de inhibicion
(Ki) (figura 5A).43
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FIGURA 6 PRUEBAS IN VITRO DEL COMPUESTO 3F
*ABS: Absorcion. ACh: Acetilcolina. ACHE: Acetilcolinesterasa. AP1-2: Beta amiloidei-s..

A. Evaluacion de la actividad de AChE B. Evaluacion de la actividad antiagregante de 3f C. Evaluacién de la
viabilidad celular del compuesto 3f [Rosales M., et al, 2022]

Su efecto como antiagregante de BA se evalué por medio del ensayo de
fluorescencia de Tioflavina T (ThT, por sus siglas en inglés Thioflavin-T fluorescent
assay), cuyo fundamento es su unién de ThT a la forma oligomerizada y fibrilar del
péptido BA, con lo cual aumenta su intensidad de fluorescencia, en los resultados
obtenidos se observé una disminucion en la oligomerizacion de BA (figura 5B).40

Para la evaluacién de la actividad citotoxica, agregaron el compuesto 3f a una linea
celular PC12 usando el ensayo de viabilidad celular por reduccion del compuesto
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), el cual es un ensayo
colorimétrico que se basa en la reduccién de una sal de tetrazolio a cristales de
formazan de color morado por las células metabdlicamente activas. Los resultados
obtenidos arrojaron que 3f obtuvo 100% de viabilidad hasta concentraciones de 100
UM (figura 5C).44 45

Los modelos de estudio de EA in vivo buscan reproducir las caracteristicas de la
enfermedad, como son deposicion de placas BA, dano neuronal, formaciéon de
marafias neurofibrilares y neuronflamacion crénica. Los estudios en modelos
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animales de EA son diversos e incluyen distintos tipos de abordajes en los que se
busca generar la enfermedad por distintos medios, como los ratones o ratas
transgénicos basados en una marca especifica de la enfermedad, como son APP,
proteina tau o en la presenilina (PSEN).*6: 4’/Ademas, la induccién de EA por la
administracion, directamente en el cerebro o por via sistémica de alguna molécula
0 compuesto.

Uno de los modelos més utilizados para la evaluacion de compuestos con actividad
farmacoldgica, es la reproduccion de lesiones especificas en cerebros de ratas
mediante la administracion intracortical o intrahipocampal de BA. En el cual, mas
gue imitar las marcas histoldgicas de la EA en el cerebro, se enfoca en replicar el
incremento de BA de manera espaciotemporal, previniendo cualquier efecto
compensatorio o efecto secundario que se suelen observar en los otros modelos de
estudio, como los modelos transgénicos.*® 4% 50

Diversos estudios han corroborado que la administracion aguda de BA externa
deteriora el aprendizaje y el procesamiento de memoria. Estos efectos pueden estar
relacionados con la disfuncion en la actividad neuronal causada por el péptido, ya
que el BA ha mostrado tener efectos a distintos niveles de la funcién neuronal.
Adicionalmente, se han observado efectos en la memoria a corto y largo plazo en
21 dias después de la administracion de BA.50: 51,52

La evidencia actual muestra que una de las principales consecuencias de la
inyeccidn intracortical de BA es el aumento progresivo de la respuesta inflamatoria
mediante la activacion y proliferacion de la microglia (microgliosis), la cual se ha
relacionado con cambios en el flujo sanguineo, incluyendo cambios en la BHE.
Adicionalmente, se le ha relacionado con cambios moleculares y celulares que
involucran la funcién de los astrocitos (astrocitosis) (figura 6). 48

En la figura 6 se ilustran las consecuencias de la administracion de oligobmeros de
BA directamente en la corteza por cirugia estereotéxica, la cual ocasiona la
formacién de agregados de BA que replican su formacién en la EA. La accion
mecanica de la aguja misma ocasiona un proceso inflamatorio, el cual, también
busca imitar al presente en la misma patologia, sin embargo, se ha reportado que
esta neuroinflamacién puede ser exagerada y no replicar a la presente en la
enfermedad, tomandose esta neuroinflamacién exacerbada como una posible
desventaja.50 5t
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FIGURA 7 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE BETA-AMILOIDE INTRACORTICAL

*BA: Beta amiloide #

La memoria es definida como la habilidad de almacenar, mantener y recuperar
informacion. Su generacion consiste en 3 fases: 1. Codificacién, que consiste en el
registro e integracion de la informacion obtenida. 2. Almacenamiento y 3.
Recuperacion de la informacién. El aprendizaje es la adquisicion de la informacion
gue modifica la memoria y el comportamiento.>3 >4

Los cambios fisiopatologicos de la EA producen el cuadro clinico caracterizado por
diversos cambios conductuales, siendo muy caracteristico la afecciéon de la
memoria, sin embargo, la evaluacion del déficit en la memoria y el aprendizaje en
humanos es una tarea dificil, debido a la complejidad de los sistemas implicados,
por lo que se han desarrollado modelos y pruebas con el fin de estudiarlos.>?

Los modelos en animales han sido utilizados por mas de 100 afios para la
evaluacion de la memoria y el aprendizaje, y siguen siendo utilizados actualmente
en las investigaciones sobre los trastornos neurodegenerativos, como enfermedad
de Parkinson, Huntington, entre otros, siendo uno de estos la EA. Esto es porque el
hipocampo, el cual se ve afectado en la EA, tiene un papel importante en el proceso
de la memoria y el aprendizaje. Las funciones cognitivas se relacionan con la accion
de los receptores muscarinicos de la ACh del hipocampo que regulan la plasticidad
sinaptica, incluyendo la potenciacién a largo plazo (PLP), la cual es el modelo
principal de modificacién sinaptica en el hipocampo.53: 54 55

En diversos estudios se comprueba la implicacién de la via colinérgica en el proceso
de memoria y aprendizaje. Se ha reportado que la escopolamina, un antagonista de
los receptores muscarinicos, causa deterioro de la memoria y aprendizaje al impedir
el acoplamiento de la ACh con su receptor, por ello se ha utilizado como un modelo
de demenciay EA. %3

La inhibicion colinérgica afecta el proceso de codificacion y consolidacion de la
memoria, otros farmacos antagonistas colinérgicos no selectivos producen amnesia
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preentrenamiento y posentrenamiento en ratas y, finalmente, se ha observado que

los agonistas muscarinicos mejoran la PLP y los antagonistas la interrumpen. 53 55
56, 57, 58

La galantamina, un inhibidor competitivo de AChE, ha mostrado revertir la amnesia
producida por escopolamina en modelos murinos. 59 60

De entre las pruebas de evaluacion conductual, una de las principales y mas
utilizadas para evaluar la memoria y el aprendizaje es la prueba de evitacion pasiva,
la cual evalta la memoria no declarativa (conceptual) que se ve afectada en los
trastornos neuronales de animales pequefios. 3 5455

Esta prueba se aprovecha de la conducta innata de los roedores para explorar
ambientes oscuros y de la capacidad de aprendizaje del animal para evadir
estimulos dolorosos. Consiste en 3 sesiones realizadas en 2 dias consecutivos,
donde la primera sesion consiste en un entrenamiento en el que el animal es
sometido a un choque eléctrico no dafiino cuando entra al contenedor oscuro,
guardando asi en la memoria la asociacion entre estimulo doloroso y los ambientes
oscuros. Posteriormente, es evaluada la memoria a corto plazo, siendo sometido al
mismo ambiente 5-10 minutos después vy, finalmente, se evalGa la memoria a largo
plazo, repitiendo el procedimiento a las 24 horas. Se cuantifica el tiempo que tarda
el animal de experimentacion para entrar al contenedor oscuro, siendo este llamado
tiempo de latencia de entrada, el cual es un indicador de la capacidad motora y de
memoria del animal, ya que un mayor tiempo de latencia figura mejor desempefio
conductual y por ende, menos afecciéon de la memoria.>®

Otra prueba importante para la evaluacién conductual en roedores es la prueba de
campo abierto, la cual consiste en evaluar la actividad locomotora espontanea bajo
la necesidad de explorar, cuando el animal es sometido a un ambiente nuevo. Esta
prueba es utilizada también para la evaluacién de la memoria espacial y se asocia
con procesos ventrales y dorsales que permiten evaluar la capacidad del animal de
identificarse a si mismo en el entorno.>®

Para esto se debe definir que es la actividad motora, esta hace referencia a la suma
de todos los movimientos horizontales que el cuerpo del animal realiza desde su
posicion presente, hacia un area adyacente de sus alrededores. La cantidad total
de movimientos es determinada por distintos factores, siendo el principalmente
evaluado el estado locomotor en el que se encuentre. Otros factores que pueden
influir son el factor genético del animal, experiencias previas que haya tenido, estado
emocional en el que se encuentra el roedor, al igual que el propio ambiente al cual
se le coloca, ya que este ultimo puede generar miedo o ansiedad y contribuir con la
inactividad.>> 61

La prueba consiste en evaluar como el animal de experimentacion se mueve en un
ambiente abierto (Caja de metal o plastico de medidas variables), en 2 sesiones, en
la primera se le permite explorar hasta que se acostumbre al nuevo ambiente, esto
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se puede producir en un periodo de 2-10 minutos, pero se ha reportado que se
necesitan de al menos 2-3 minutos, siendo usualmente la evaluacion a los 5
minutos. °5 62,63

Posteriormente, se vuelve a evaluar al roedor 24 h después, sesion donde se
pueden evaluar varios aspectos como son. 62 63,64

Actividad motora total o locomocién horizontal: Es el nimero de veces que el
roedor cruz6 y con ello, interrumpié el paso del rayo de luz infrarrojo,
demostrando un movimiento.

Levantamientos: Es el numero de veces en las que el animal de
experimentacion cambia de postura sedestante a una postura vertical
respecto al piso.

Tiempo en zona de interés: Se delimitan dos zonas, una cercana al centro de
la camara (zona de interés) y otra en la zona periférica; de manera normal,
los roedores pasan la mayor parte de la prueba recorriendo las partes
cercanas a los muros (tigmotaxia), pudiendo incluso intentar escalarlos,
denotando una capacidad motriz funcional, sin embargo, cuando Su
capacidad motriz ha disminuido, se mantendra mayor tiempo en la zona de
interés, tiempo que se mide.

Distancia recorrida total: La cantidad total de la distancia recorrida es una
medida directa de la capacidad de movimiento de los animales de
experimentacion.5> 62

Con los antecedentes sobre la EA, asi como del compuesto 3f, se analiz6 la
posibilidad para realizar un protocolo con el objetivo de contribuir en el conocimiento
de la enfermedad, asi como del efecto del compuesto 3f en un modelo in vivo de

EA.
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4. Planteamiento del problema

La EA es una enfermedad sumamente incapacitante para el paciente, sus familiares
y personas cercanas, siendo una de las enfermedades mas prevalentes en el
mundo y causa un gasto econdémico >1% del PIB mundial, cada 3.2 segundos hay
un nuevo caso diagnosticado de este trastorno tanto a nivel mundial como en
México, igualmente alrededor del 8% de los adultos mayores la padecen en todo el
mundo. Actualmente son pocos los tratamientos efectivos y no hay tratamiento
curativo.® 4 65

Los farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de esta enfermedad se
basan en un solo blanco farmacologico, y recordando que la etiopatogenia de la EA
es multifactorial, podria resultar mejor tener una sola molécula para varios blancos
(multitarget). Debido a lo anterior, se han realizado varias investigaciones que
permiten la evaluacién de moléculas con otros farmacoéforos diferentes a los que
poseen moléculas aprobadas por la FDA para el tratamiento de la EA. Por lo que se
ha buscado evaluar un compuesto derivados de benzotiazolisotiurea como molécula
multitarget encontrando que esta podria modificar el curso natural de la EA.
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5. Justificacion

Los tratamientos actuales para la EA se basan en 2 grupos de farmacos, los
inhibidores de AChE vy los bloqueadores no competitivos del receptor NMDA. Sin
embargo, estos han resultado ser un tratamiento mayormente sintomatico y no han
mostrado resultados favorables para retrasar el progreso de la enfermedad.

Actualmente, la busqueda y desarrollo de nuevas opciones terapéuticas es un foco
de atencion en la investigacion de la EA, esto con el fin de resolver los problemas
en salud publica mundial generados por su creciente incidencia aunado al
incremento en la esperanza de vida. Por lo que, desarrollar protocolos enfocados
en la buasqueda de nuevos compuestos capaces de actuar en dianas
etiopatogénicas de la EA y evaluar sus efectos terapéuticos es de gran interés hoy
en dia.

En el grupo de estudio del laboratorio de biofisica de la Escuela Superior de
Medicina del Instituto Politécnico Nacional se han realizado estudios previos en los
cuales se han generado compuestos derivados de benzotiazolilisotiureas
(compuesto 3f) y se han realizado ensayos in silico que han mostrado resultados
favorables en acoplamiento con BA y AChE, dos dianas terapéuticas de relevancia
en la EA, que los proponen como candidatos prometedores con accion multitarget.

Debido a lo anterior, se decidi6é continuar con la evaluacion del compuesto 3f para
valorar su efecto en un modelo in vivo de ratas Wistar inducido por administracion
intracortical de BA1-42.
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6. Hipotesis

El tratamiento con el compuesto 3f disminuira la actividad de AChE y la cantidad
de BA y con ello mejorara el déficit cognitivo en el modelo animal inducido por
administracion intracortical de BA1-42.

Ho ElI grupo administrado con compuesto 3f no presentard diferencias
estadisticamente significativas en la actividad de AChE vy la cuantificacion de BA en
hipocampo y corteza, respecto al grupo administrado con solucion salina al 0.9%.

Ha: El grupo administrado con compuesto 3f presentara diferencias
estadisticamente significativas en la actividad de AChE y la cuantificacion de BA del
hipocampo y corteza, respecto al grupo administrado solucion salina al 0.9%.
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7. Objetivos

Evaluar el efecto de la administracion por 21 dias del compuesto 3f sobre el
deterioro cognitivo, la actividad enzimatica de AChE vy la cuantificacion de A en un
modelo de EA inducido por la administracion intracortical de BA.

1. Estandarizar y administrar fAz1-42 intracortical mediante cirugia estereotaxica.

2. Administrar el compuesto 3f por via intraperitoneal a un grupo de animales
de experimentacién inducidas con EA con BA1-42 intracortical.

3. Evaluar el deterioro cognitivo a través de la prueba de evitacién pasiva y
prueba de campo abierto.

4. Cuantificar la actividad de AChE en presencia de BAi42 puro y en las
muestras de hipocampo y corteza por el método Bonting-Featherstone.

5. Cuantificar las proteinas totales por el método Bradford y la expresion
proteica de BA1-42 en hipocampo y corteza por el método ELISA.
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8. Metodologia

Se ocuparon 32 ratas Wistar macho, con peso de 200 * 80 g, fueron mantenidas en
jaulas de acrilico de 31 X 59 X 20.5 cm con 6 mm de espesor de acrilico en un area
acondicionada del laboratorio de Biofisica y Biocatalisis de la Escuela Superior de
Medicina, en jaulas separadas con 2 ratas por cada una. Las ratas se mantuvieron
con ciclos luz/obscuridad de 12/12 h (8:00pm-8:00am de luz), a temperatura
ambiente, la comida (RatChow5012, Purina) y agua se dieron ad libitum y se
aclimataron durante una semana.

Los cuidados de los animales de experimentacion se hicieron siguiendo los
lineamientos de la Declaracion de Helsinki y con la Norma Mexicana en la materia
(NOM-062-Z00-1999, Especificaciones Técnicas para la Producciéon, Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio, SAGARPA) mismos que fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-01/01-
06-2015) de la ESM-IPN. Todos los animales se manipularon y realiz6 eutanasia de
acuerdo con las consideraciones del punto final humanitario.

Se incubaron 250 ug de péptido BA1-42 humano (Calbiochem ® cat: PP69-.25 mg
B-Amyloid Peptide (1-42), Human. Lot:2681394) diluidos en 100 puL de agua miliQ
dentro de un vial a 37° C durante 24 h con agitacion constante, posteriormente se
guardé a -20°C.

Se realizé la estandarizaciéon de la cirugia, donde los animales de experimentacion
fueron anestesiados con pentobarbital sédico a dosis de 50 mg/Kg (PiSA
agropecuario) via I.P., se coloco vy fij6 al animal en el aparato estereotaxico, se
realizd diseccion por planos hasta observar la sutura sagital y visualizar
adecuadamente el punto Bregma. Se realiz6 craneotomia bilateral de
aproximadamente 2 mm de diametro en las coordenadas AP -3.2 ML 1.8 y DV 1.7,
region S1Tr de la corteza obtenidas del atlas de Paxinos y Watson (1980); utilizando
una aguja de 30 G (Thermo Dental Needle) y jeringa Hamilton de 10 pL. Se realizé
administracién con 5 pL de eosina Y en solucién alcohdlica (0.5% p/v) a una

32



velocidad de infusion de 0.5 yL/min, se mantuvo la aguja en el sitio durante 2 min
para evitar reflujo. Posteriormente, se realiz6 una segunda administracion con
pentobarbital sédico 60 mg/Kg (PiSA agropecuario) via |.P. para el sacrificio y
posterior extraccion del encéfalo para fijacion por inmersion en 50 mL de
paraformaldehido 4% en PBS (1X pH 7.4) por 72 h, para después realizarse los
cortes histolégicos y se observaron a microscopia 6ptica a 4X y 20X. 66

Se organizd0 un esquema de trabajo (figura 7) para el que se generaron
aleatoriamente cinco grupos de ratas (n=8), dividiéndolos de la siguiente manera.
Control (GC): Grupo intacto. Grupo BA + Solucién Salina (SS) 0.9% (GBASS):
administrado con 2.5 pL de BAu1-42 protofibrillar 553 uM intracortical bilateral en S1Tr
+ 1 mL/Kg de solucion salina al 0.9% I.P. durante 21 dias. Grupo BA + Galantamina
(GBAG): administrado con 2.5 pL de BAz1-42 protofibrillar 553 yM intracortical bilateral
en S1Tr + 2 mg/Kg Galantamina diluido en 1 mL SS al 0.9% I.P. durante 21 dias.
Grupo BA + compuesto 3f (GBA3f): administrado con 2.5 pL de BAz1-42 protofibrillar
553 uM intracortical bilateral en S1Tr + 0.74 mg/Kg (relacion mol a mol con
galantamina diluido en 1 mL de SS al 0.9%) I.P. durante 21 dias. El compuesto 3f
fue donado por el Dr. Alejandro Cruz del laboratorio de investigacion basica de
UPIBI IPN.

Una vez pasados los 21 dias de administracion peritoneal por grupo, se realizaron
las pruebas conductuales, concluidas las pruebas, se realizé eutanasia de los
animales de experimentacion con pentobarbital sédico a dosis de 80 mg/Kg,
posteriormente se realizé extraccion del hipocampo y la corteza, los cuales fueron
almacenados a -80°C hasta su uso para las pruebas bioquimicas.
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FIGURA 8 ESQUEMA DE TRABAJO

* GC: Grupo control. GBASS: Grupo BA + Solucién salina al 0.9%. GBAG: Grupo BA + Galantamina. GBA3f
Grupo BA + Compuesto 3f. BA: Beta amiloide. SS: Solucién salina

Los animales de experimentacion fueron anestesiados con clorhidrato de ketamina
60 mg/Kg (Ketamin-Pet Aranda®) y xilazina 10 mg/Kg (PiSA agropecuario) via I.P.%”
Se coloco y fijé al animal en el marco estereotéxico (Stoeleting ®) y se realizo la
administracion con la misma técnica que la estandarizacién. Se administraron 2.5
ML de BA1-42 protofibrillar 553 pM bilateral a una velocidad de infusién de 0.5 yL/min,
se mantuvo la aguja en el sitio durante 2 min para evitar reflujo. Después de la
administracion bilateral se sutur6 la herida quirdrgica en un solo plano utilizando
Nylon 3-0 (Surgycal®), y se administr6 5 mg/Kg de Gentamicina topica en la herida
quirdrgica, mas 5 mg/Kg intramuscular (I.M.) dosis Unicas. Se mantuvieron en
aislamiento postquirargico en jaulas individuales durante 2 dias con las condiciones
mencionadas, los dias restantes se mantuvieron 2 ratas por jaula.

Pasados 21 dias de administracion intraperitoneal de cada compuesto por grupo,
se realizo la prueba de evitacion pasiva. Consistio en tres fases, las cuales se
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realizaron en un horario de 9:00-13:00 horas, en un ambiente libre de estimulos
luminosos y sonoros distractores.

Entrenamiento: Los animales de experimentacion fueron colocados en la
camara iluminada, donde fueron expuestos a un estimulo luminoso por veinte
segundos, posteriormente se apertura la entrada que dirige a la camara
oscura. Se midio el tiempo para cruzar al compartimento oscuro (latencia de
entrada). Al entrar la rata a la cAmara oscura se cerrg la compuerta y se
administré una descarga eléctrica de 1 mA con duracién de tres segundos.
Finalmente, se apertura nuevamente la puerta y se midié el tiempo para
regresar a la camara iluminada (latencia de salida). Posterior a su salida el
roedor fue regresada a su caja.

Corto plazo: Se dej6 reposar durante cinco minutos al animal de
experimentacion en su jaula después del entrenamiento. Pasado este tiempo
se repitio el procedimiento colocando a la rata en la cdmara iluminada y se
aperturd la entrada después de veinte segundos de estimulo luminoso. Se
levanto la puerta 'y se midio el tiempo tomado para cruzar a la camara obscura
(latencia de entrada); se midi6 el tiempo que permanecio dentro de ella en
caso de que entrara (latencia de salida), en esta ocasién no se administro
descarga eléctrica.

Largo plazo: Se dej6 descansar por 24 h al animal de experimentacion
pasado la prueba de corto plazo para volver a realizar la evaluacion. Se
colocé a la rata en la camara iluminada por veinte segundos, se abrid la
puerta y se midié el tiempo para entrar a la cAmara obscura. Asi mismo, se
midio el tiempo que permanecio dentro de la cAmara obscura, igualmente no
se administré descarga eléctrica.

En cualquiera de los ensayos se permiti6 permanecer hasta 300 seg en la
camara iluminada para dar por terminado el ensayo.

La evaluacion de la motricidad se realizé por medio de la prueba de campo abierto®®,
esta fue realizada en cajas de acrilico opalino de medidas de 100 x 100 x 100 cm,
que se divide en 100 cuadrados de 10 x 10 cm, se realizaron 2 sesiones, la primera
fue para habituacion, en la cual se coloco al animal de experimentacion en el centro
de la caja para dejarle deambular liboremente en esta durante un periodo de 300 s,
después de este periodo el animal de experimentacion es regresado a su jaula,
éstos parametros registrados no son tomados en cuenta para al analisis estadistico.

Posteriormente, pasadas 24 h se vuelve a realizar el ensayo bajo las mismas
condiciones, en esta sesion se registrd y evalué por medio del software OMNIALVA
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OpenFieldTest, Cd. De México, los siguientes parametros: 1. Actividad motora total,
2. Numero de levantamientos, 3. Distancia recorrida total (cm) y 4. Tiempo en zona
de interés (definida por el periodo de tiempo que el animal de experimentacion se
mantiene entre los cuadrantes 3-8 y de C-H (figura 8). Los ensayos se realizaron
durante los horarios de 9:00-13:00 h.

FIGURA 9 REPRESENTACION DE LOS CUADRANTES DEL CAMPO ABIERTO

*La zona azul representa la zona de interés.

8.8 Obtencidn de las muestras de hipocampo y corteza

Se realiz6 anestesia con pentobarbital sédico 80 mg/Kg, una vez inducidas, fueron
perfundidas con PBS 7.4 pH 1X mediante puncion cardiaca. Finalmente, se hizo
una incision con bisturi quirdrgico para exponer el encéfalo, este se desprendio
cuidadosamente y se coloco en cajas Petri en bafio de hielo y se obtuvo la corteza
y el hipocampo de ambos hemisferios, guardandose las muestras en viales de 1.5
ml, donde se almacenaron a —80°C hasta su utilizacion.

8.9 Cuantificacion de actividad de AChE en hipocampo y corteza

Para determinar la actividad de AChE se emple6 el método de Bonting-
Featherstone. Primero se realizé una curva de ACh en donde se emplearon
concentraciones de 1.4, 1.9, 5.3, 10.5 20.6 y 25.8 mM, en un volumen final de 250
puL de buffer de fosfatos 0.1 M 8.0 pH, posteriormente se agregd 20 pL de
hidroxilamina alcalina (solucion 1:1 de clorhidrato de hidroxilamina al 14% p/v mas
hidroxido de sodio, 14% p/v) se mezclé la solucion y de cada una de esta se
colocaron 42 uL en una placa de 96 pozos por triplicado, donde se afiadié 125 pL
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de solucioén acida de cloruro de hierro Il (FeCI3) [79 mM y 12.8%v/v de HCI], para
formar un complejo café-violaceo, el cual, se cuantificé la absorbancia a una longitud
de onda de 542 nm en un lector de placas (Multiskan-EX Thermo Scientific). Se
grafica la absorbancia vs la concentracion de Ach empleada.

Una vez obtenida la curva de ACh, se evalud la actividad de AChE pura (Sigma-
Aldrich, C3389 Acetilcolinesterasa from Electrophorus electricus electric eel)
empleando el mismo método descrito para la curva de ACh con las mismas
concentraciones, sélo que la AChE fue adicionada antes de agregar la hidroxilamina
alcalina, es decir se adiciona la ACh, buffer y AChE se deja incubar a 37 °C por una
hora y transcurrido este tiempo se adiciona la hidroxilamina alcalina, y se continta
con el mismo proceso.

Posteriormente, se realiz6 una prueba para la cuantificacion de la actividad de AChE
en los tejidos de hipocampo y corteza. Debido a que la cantidad de corteza obtenida
era mayor en comparacion a la cantidad de tejido hipocampal, fue esta seleccionada
para estandarizar el método empleando 121 mg de tejido, se homogeniz6 en 250
uL buffer de fosfatos al 0.1 M pH 8.0 y se centrifugd a 6000 rpm durante 15 min a
4° C, obteniendo el sobrenadante, del cual se emplearon 10y 20 pl.

Posteriormente, se realizé una segunda prueba, en la cual, se realizé el mismo
método empleando 5 y 8 mg de tejido hipocampal, se homogenizé en 250 pL buffer
de fosfatos al 0.1 M pH 8.0 y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4° C,
obteniendo el sobrenadante, del cual se emplearon 20 pl.

Debido a que la cantidad de muestra de hipocampo obtenida es poca, se emplearon
entre 8 y 50 mg de hipocampo y corteza respectivamente para evaluar la actividad
de AChE en estos. Estas muestras fueron homogenizadas y centrifugadas bajo las
mismas condiciones descritas anteriormente. Se utilizd una sola concentracion de
ACh de 5.3 mM en un volumen de 12 L los cuales se diluyeron en 188 uL de buffer
de fosfatos 0.1 M 8.0 pH y se le colocé 50 uL de sobrenadante de la muestra de
hipocampo o corteza homogenizada respectivamente, se incubaron a 37°C por 1 h
en agitacion constante, se realizdé un segundo centrifugado a 3000 rpm durante 15
min a 4°C el sobrenadante fue separado y se le adicionaron 20 yL de hidroxilamina
alcalina (solucién 1:1 de clorhidrato de hidroxilamina al 14% p/v e hidréxido de
sodio) y finalmente se colocaron 42 pL de esta mezcla en una placa de 96 pozos
por triplicado, adicionando 125 yL de solucién de cloruro de hierro Il (FeCI3) 79 mM,
para formar un complejo café-violaceo y se cuantificé la absorbancia a una longitud
de onda de 542 nm en un lector de placas (Multiskan-EX Thermo Scientific).
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Se empledé el método de Bonting-Featherstone para evaluar el cambio en la
actividad de AChE en la formacion de complejos de AChE- BAi1-42. Se empled
péptido BA1-42 humano (Calbiochem ® cat: PP69-.25 MG 3-Amyloid Peptide (1-42),
Human. Lot:2681394).

Concentraciones de ACh [2.8698, 5.2613 y 10.5225 0 10.52, 20.57 y 25.83 mM], se
hicieron reaccionar con 50 uL de la solucién de complejos AChE-BA [0.064 nM-20
puM] diluido en buffer de fosfatos 0.1 M 8.0 pH hasta alcanzar un volumen final de
250 pL, se incubaron a 37°C por 1 h en agitacién constante posteriormente se
agrego 20 pL de hidroxilamina alcalina a todos los tubos (solucién 1:1 de clorhidrato
de hidroxilamina e hidroxido de sodio), finalmente se colocaron 42 pL en una placa
de 96 pozos por triplicado, agregandose 125 uL de solucion de cloruro de hierro Il
(FeCI3) [79 mM], para formar un complejo café-violaceo y se cuantifico la
absorbancia a una longitud de onda de 542 nm en un lector de placas (Multiskan-
EX Thermo Scientific).

Se realizé la cuantificacion de proteinas en hipocampo y corteza prefrontal de los 5
grupos, empleando una dilucion de la muestra 1:100, a la cual se agregaron 100 uL
del reactivo de Bradford (CAYMAN CHEMICAL) y se leyeron las absorbancias a
590 nm. Los resultados se expresaron en mg de Proteina/ mg de Tejido y se
compararon con la curva patron correspondiente (5.6, 7.5, 10.1, 13.5, 18, 24, 32
pg/ml Prot).

Para la cuantificacion de BA, se prepar6é un homogenizado de hipocampo y corteza,
con buffer de radioinmunoprecipitacion (RIPA por sus siglas en inglés
radioimmunoprecipitation assay buffer) que contenia tris-HCI 10 mM, triton X-100 al
1%, EDTA 1mM y 0.1% p/v de inhibidor de proteasas y se centrifugé a 5000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se realiz6 la cuantificacion de proteinas en el homogenizado
de tejido hipocampal y cortical con buffer RIPA y posteriormente fue cuantificada el
BA mediante el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA por sus siglas
en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), se empledé un volumen de
homogenizado que contenia 100 pug de proteina y se diluyé en buffer de
bicarbonatos 0.1 M, pH 9.6, para alcanzar un volumen final de 100 uL, se coloco
cada muestra por duplicado en una placa de 96 pozos de alta union a proteinas
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(Costar 3590, Corning® 96 Well EIA/RIA Assay Microplate) y se dejo incubar por
toda la noche a 4°C posteriormente, se realizaron 3 lavados de 2 min cada uno a
temperatura ambiente con PBS 0.1 M pH 7.4 — tween 20 al 0.05% v/v (PBST) y 3
lavados de 2 min cada uno a temperatura ambiente con PBS 0.1 M pH 7.4, se realiz6
blogueo con albumina de suero bovino al 6% p/v en PBST durante 2 h a 37°C, se
repitid un ciclo de lavados, para incubar después con el anticuerpo anti BA1-42
acoplado a peroxidasa de rabano (HRP) (Beta Amyloid Antibody MOAB-2 NBP2-
13075: Novus Biological), finalmente se realizo otro ciclo de lavados, se reveld con
50 uL de dihidroclorido o-fenilenadiamina (OPD) al 2.7 mM: que contiene 1.2 mL de
H20 bidestilada, 0.6 mL de PBS, 1 mL H202, 0.6 mL de buffer de citratos 0.05 M
pH 5.2 y enseguida se agreg6 al pozo 30 uL de acido sulfurico al 2.5 N y se cuantifico
la absorbancia a 490 nm en un lector de placas (Multiskan-EX Thermo Scientific).

Se graficé el promedio de cada experimento + el error estdndar. Se le realizo la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con el software SigmaPlot 15.0. Para
determinar si existe diferencia significativa entre los grupos de estudio se empleé el
analisis estadistico por medio de la prueba ANOVA de 1 via con una a=0.05 y una
=0.8 y prueba POST HOC de Tukey con el software GraphPad Prism 9.0.

En caso de no pasar las pruebas de normalidad y varianza, se realiz6 una
estadistica cualitativa por la prueba de Kruskal-Wallis.
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9. Resultados

9.1 Estandarizacién de la cirugia estereotaxica

Los cortes histolégicos mostraron que los cerebros de los animales de
experimentacion administrados con eosina Y, fueron analizadas con microscopia
Optica (figura 9), en donde se observé que la eosina Y administrada se deposito en
la corteza y periferia de la region CA1 del hipocampo.

La figura 9A muestra el trayecto de la lesion generada en ambos hemisferios por la
accion mecanica de la aguja al incidir en el tejido cerebral, igualmente se puede
observar la zona de depdésito de la eosina Y comprobando que la administracion se
realiz6 en S1Tr.

En la figura 9B se realiza un acercamiento a la lesiébn generada en el hipocampo
derecho, mostrando los bordes irregulares ocasionado por el depésito de la eosina
en la zona de administracion.

Con esto se corroboré que el BA se administré en la region S1Tr de la corteza
cerebral ya que fueron las mismas coordenadas empleadas para la eosina Y.

FIGURA 10 CORTES HISTOLOGICOS DE CEREBRO DE RATAS MEDIANTE ADMINISTRADAS ESTEREOTAXICA CON EOSINA Y A
4x

A. Tincidn con eosina Y en la zona de puncién de la corteza cerebral, obsérvese la cercania al hipocampo.
B. Lesion en la zona de incision de la cirugia estereotaxica, el circulo rojo indica zona S1Tr de la corteza.

40



Al realizar la prueba de evitacion pasiva se observo (figura 10), que el grupo
GBASS, no hubo diferencia significativa en el tiempo de latencia en la prueba a corto
plazo en comparacion del GC, siendo que presenté un aumento del 13.5% (p=0.89)
en el tiempo de latencia, con una media de tiempo de latencia (MTL) de 260.9,
igualmente, este mismo grupo evidencié un aumento de 62.9% (p=0.50) en el
tiempo de latencia (MTL=232.0) en la evaluacion de la memoria a largo plazo. Sin
embargo, se observa que el tiempo de latencia es menor en comparacién con los
grupos GBAG y GBA3f.

El grupo GBAG presentd una mejor conservacion de la memoria a corto y largo
plazo en comparacion a los grupos GC, GBASS y GBAZ3f, describiendo un aumento
del 30.5% (MTL=300.0, p=0.44) en el corto plazo y un aumento del 84.9%
(MTL=263.3, p=0.28) en el largo plazo respecto al GC. En el grupo GBA3f,
igualmente se observdé una mejoria en la memoria a corto plazo del 30.5%
(MTL=300.0 p=0.37) y un aumento en la memoria a largo plazo de 60.1%
(MTL=228.1, p=0.51) respecto al control. Sin embargo, la memoria a largo plazo
presento resultados similares al grupo GBASS, siendo una disminucion del 1.6%
respecto al GBASS.

Se realizé andlisis por la prueba Kruskal-Wallis de una via para la cual se obtuvo
una P=0.327 (P>0.05) en la prueba a corto plazo, indicando que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. lgualmente, para la prueba de
memoria a largo plazo, se realizé la prueba de Kruskal-Wallis de una via, para la
cual, se obtuvo una P=0.2992 (P>0.05), indicando que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos.
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FIGURA 11 PRUEBA DE EVITACION PASIVA
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Kruskal-Wallis de 1 via. Corto plazo P=0.327. Largo plazo P=0.2992. GC con n=8, GBASS n=7, GBAG n=6,
GBA3f n=8

Se evalud la actividad motriz de las ratas para descartar un dafio en corteza motora
ocasionado por la cirugia estereotaxica, sin embargo, esto solo se pudo realizar en
los grupos GBASS, GBAG y GBASf.

En la figura 11A se observa una mayor actividad motora total en el grupo GBAG,
presentando un aumento del 19.6% con una media de 80.3 en comparacion con el
grupo GBASS; mientras que el grupo GBA3f fue el que menor actividad motora total
presentd, observandose una disminucién del 32.9% con una media de 67.0 de
actividad motora total. Se analizaron los datos por medio de ANOVA de 1 via, para
lo cual, se obtuvo una P>0.05 (P=0.086) y se concluye que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos en la actividad motora total.

En el nimero de levantamientos (figura 11B), el grupo GBASS present6 una menor
cantidad (media de 434) en comparacion con los grupos GBAG y GBAS3f; el grupo
GBAG obtuvo la mayor cantidad de levantamientos, siendo que presenté un
aumento del 384.4% (media de 484.4) respecto al grupo GBASS,; el grupo GBA3f,
tuvo menor cantidad de levantamientos en relacion con el grupo GBAG, y un
aumento del 68.6% (media de 168.6) en el numero de levantamientos respecto a
GBASS. Se realiz6 el analisis por medio de la prueba Kruskal-Wallis para lo cual se
obtuvo una P=0.476 y se determina que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos.

En la figura 11C se realiza una comparacion entre el tiempo que se mantuvo el
animal de experimentacién explorando en la zona de interés, entre los grupos de
estudio mostraron poca diferencia, siendo que el grupo GBASS fue el que menor
tiempo en zona de interés obtuvo en contraste con los dos grupos (media de 113.8
segundos), mientras que el grupo GBAG presentd un tiempo mayor en zona de
interés, con un aumento del 18.9% (media de 170.68 segundos) en contraste con el
grupo GBASS. El grupo GBA3f presenté un aumento del 6.3% (media de 132.7
segundos) en comparacion al grupo GBASS. El andlisis se realiz6 por medio de
ANOVA de 1 via, en la cual, se obtuvo una P>0.05 (P = 0.5593), demostrandose
gue no existe diferencia significativa en el porcentaje en zona de interés entre los 3
grupos.
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FIGURA 12 PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

A. Actividad motora total en 300 segundos, ANOVA de 1 via P=0.086 B. N. de levantamientos en 300 seg,
Prueba de Kruskal-Wallis P = 0.47 C. Tiempo en zona de interés (segundos), Prueba ANOVA de 1 via P =
0.5593. GBASS n=3, GBAG n=6, GBA3f n=8

Los resultados obtenidos por la actividad motora total, el nimero de levantamientos
y el porcentaje en zona de interés, muestran que no existen cambios significativos.
Sin embargo, debido a la falta del grupo sin cirugia no se podria determinar
exactamente si estos cambios son por la administracibn o por los compuestos
evaluados.

Al realizar la cuantificaciéon de ACh por el método de Bonthing-Featherstone se
obtuvo una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracion de Ach, como se
muestra en la figura 12A, obteniéndose una R?=0.9995 con la siguiente ecuacion
Absorbancia=0.0279 [ACh] - 0.0006.

Posteriormente, se cuantifico la cantidad de ACh no hirdolizada por medio de la
obtencion de la absorbancia obtenida tras la hidrolisis producida por la actividad de
AChE, cantidad que fue restada a la absorbancia de la concentracion de ACh inicial,
para tener la absorbancia que corresponde a la ACh hidrolizada. Se graficd la
concentracion de ACh en el eje de las abscisas con la absorbancia correspondiente
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a la ACh hidrolizada en el eje de las ordenadas, obteniéndose una curva que
describe una hipérbola, en la cual se puede observar que la actividad de AChE
aumenta con la concentracion, esto al observar un aumento progresivo de la ACh
convertida (figura 12B).

Después de obtenidos estos resultados se estandariz6 la cantidad de muestra de
cerebro que podria utilizarse para determinar la actividad de AChE. Por lo tanto, se
evalud la actividad de AChE en 121 mg de corteza, realizdndose dos curvas con
distinta cantidad de volumen de sobrenadante, 10 y 20 pL respectivamente, se
compararon los resultados con una cinética enzimatica utilizando AChE pura, se
obtuvo que la actividad de AChE fue ligeramente mayor en el ensayo con 10 uL en
comparacion a la utilizacién de AChE pura y el ensayo con 20 uL, en el ensayo con
20 pL, se obtuvo menor actividad en comparacién con la AChE pura y los 10 pL
(figura 12C).

Posteriormente, se realiz6 una segunda prueba, donde se evalué la actividad de
AChE empleando 5y 8 mg de tejido hipocampal (figura 12D). Del homogenizado de
estas muestras se utilizaron 10 pL de sobrenadante, donde se obtuvo que, en la
prueba con 8 mg de tejido, la actividad fue menor respecto a la prueba con 5 mg y
mucho menor en comparacion a la AChE pura.
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A. Curva de ACh ascendente [0, 1.4, 1.9, 5.3, 10.5 20.6 y 25.8 mM] B. Actividad de AChE pura [0.02U/vial] C.
Actividad de AChE en muestra de corteza [121 mg] D. Actividad de AChE en muestra de hipocampo [5y 8
mg]

Finalmente, se realizo la prueba en el tejido hipocampal de los animales de estudio
de los grupos propuestos, empleando una sola concentracion de ACh cercana a la
constante de Michaelis de 7.7 (kM).

Se evaluaron los datos obtenidos de la actividad de AChE y se observé que GBASS
presenté un aumento del 24.8% (media de 7.48x10° de ACh hidrolizada/100ug de
proteina) en la actividad de AChE en comparacion con GC, siendo esta diferencia
no estadisticamente significativa, mientras que el GBAG fue el que obtuvo mayor
actividad en comparaciéon con los otros tres grupos, describiendo un aumento de
108.3 % (1.248x10“*de ACh hidrolizada/100ug de proteina) respecto al GC. El grupo
GBA3f presento la menor actividad de AChE, observandose una disminucion 29.3%
(4.2348x10° de ACh hidrolizada/100ug de proteina) respecto a GC, sin embargo
esta no es estadisticamente significativa.

Se realizo6 andlisis estadistico por ANOVA de 1 via, para lo cual, se obtuvo una
P<0.05 (P=0.0208) GC y GBAG, por lo que hay una diferencia estadisticamente
significativa, mientras que el resto de los grupos no presentaron diferencia
estadisticamente significativa con una P>0.05 (P=0.6202).
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FIGURA 14 AcTIVIDAD DE ACHE EN MUESTRA DE HIPOCAMPO

ANOVA de 1 via P<0.05 (P=0.015). GC con n=8, GBASS n=7, GBAG n=6, GBA3f n=8
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Para la cuantificacion de la actividad de AChE en corteza (figura 14), se realizé por
el mismo método descrito para la cuantificacion en hipocampo, en donde se observé
que GC obtuvo la menor actividad de AChE (media de 0.026 de ACh
hidrolizada/100ug de proteina), en comparacion con los otros grupos. El grupo
GBASS mostré un incremento de la actividad de AChE respecto al GC del 31.7%
(media de 0.034 de ACh hidrolizada/100ug de proteina), mientras que GBAG
presenté un aumento del 21.6% (media de 0.031 de ACh hidrolizada/100ug de
proteina) en la actividad de AChE respecto GC. Finalmente la mayor actividad de
AChE se observo en el grupo GBA3f respecto a los demas grupos, destacando el
aumento de la actividad de AChE respecto al grupo GC del 71.9% (media de 0.044
de ACh hidrolizada/100ug de proteina).

Se analizé la estadistica por ANOVA de 1 via, para lo cual se obtuvo una P>0.05
(P=0.6534), por lo que se acepta la hipotesis nula, donde podemos concluir que no
existe diferencia estadisticamente significativa.
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FIGURA 15 AcCTIVIDAD DE ACHE EN CORTEZA

GC con n=8, GBASS n=7, GBAG n=6, GBA3f n=8

Comparando los resultados de la cuantificacion de la actividad de la
acetilcolinesterasa obtenidos en hipocampo y en corteza prefrontal, se puede
observar una mayor actividad en corteza prefrontal, demostrando que la actividad
de esta area es mayor en comparacion del hipocampo, concordando en cOmo esta
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distribuida la densidad de las neuronas colinérgicas en el cerebro, siendo que hay
una mayor cantidad de neuronas colinérgicas en el area de la corteza.®?

En la figura 15 se presenta en el eje de las abscisas las concentraciones
ascendentes de ACh (2.8, 5.2, 10.5, 20.5 y 25.8 uM) que fueron puestas a
reaccionar con el complejo AChE- BAi-42 [0.064 nM-20 uM] y en el eje de las
ordenadas la ACh hidrolizada por AChE. Los resultados muestran que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre la cantidad de ACh hidrolizada por la
AChE y la hidrolizada cuando se encuentra formando el complejo AChE- BA1-42.

Los resultados obtenidos sugieren que la actividad de AChE, se incrementa, pero
no fue significativo entre la AChE sola y cuando esta en los complejos AChE- BA1-
42.
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FIGURA 16 AcTIVIDAD DE ACHE EN COMPLEJOS ACHE-BETA-AMILOIDE

Curva de actividad de AChE y del complejo AChE-BA1.42 [0.064 nM-20 uM] con ACh a diferentes
concentraciones, 2.8, 5.2, 10.5, 20.5 y 25.8 uM.

Se realiz6 la cuantificacion de BA por medio de la técnica ELISA en hipocampo y
corteza prefrontal de los animales de experimentacién, posteriormente se
analizaron los resultados y finalmente fueron graficados en la figura 16.

En la cuantificacion de BA realizada en corteza prefrontal se observd que el grupo
GBASS presento una disminucion de 8.15% (media de 1.40 ug de BA/100 ug de
proteina) en la cuantificacion de BA respecto a GC (media del.52 ug de BA/100 ug
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de proteina), mientras que GBAG presento la mayor cantidad de BA, describiendo
un aumento del 34.6% (media de 2.05 pg de BA/100 pg de proteina) respecto a GC
y GBAS3f fue el grupo con la menor cantidad de BA (media de 1.24 ug de BA/100 g
de proteina) mostrando una disminucion del 18.4% respecto al GC.

Se realiz6 analisis estadistico por ANOVA de 1 via, al no pasar la prueba de
normalidad, se decidi6 realizar analisis por medio del método Kruskal-Wallis para lo
cual, se obtuvo una P>0.05 (P=0.305), observando que no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos para la cuantificacion de BA en la
corteza prefrontal.

Posterior al andlisis de las muestras hipocampales por la técnica ELISA, se encontro
que GC mostrdé una mayor cantidad de BA en comparacién con los demas grupos
(media de 2.9x10* ug de BA/100 ug de proteina), GBASS presentd un aumento de
16.1% (media de 2.4x10-4 ug de BA/100 ug de proteina) respecto a GC. El grupo
con menor cantidad de BA fue GBAG (media de 1.3x10* ug de BA/100 g de
proteina) vs GC, y finalmente GBA3f presentd una disminuciéon de 19.6% (media de
2.3x10* ug de BA/100 g de proteina) respecto a GC.

Se realiz6 analisis estadistico por ANOVA de 1 via, para lo cual, se obtuvo una
P>0.05 (P=0.404), concluyendo con aceptar la hipétesis nula y rechazando la
hipotesis alternativa, por lo que no hay una diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos para la cuantificacion de BA en hipocampo.
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FIGURA 17 CUANTIFICACION DE BETA-AMILOIDE

Cuantificacidn de BA en corteza prefrontal. Kruskal-Wallis P>0.05 (P=0.305) B. Cuantificacion de BA en
hipocampo. ANOVA de 1 via P>0.05 (P=0.404)
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La EA es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por un déficit en el sistema
colinérgico y por la formacion de placas amiloides resultado de la agregacion del
péptido BA en el cerebro. Su diagndstico se basa en los hallazgos clinicos, pruebas
neuropsicolégicas, pruebas de imagen y se hace una confirmacién postmortem
mediante las pruebas histolégicas de tejido cerebral. El tratamiento actual se basa
en 5 farmacos aprobados por la FDA, entre estos la galantamina, un alcaloide
terciario con un perfil selectivo reversible que actia como un inhibidor competitivo
de la AChE. Estimula la proliferacion en hipocampo por la activacion de los
receptores muscarinicos M1 y regula la supervivencia de las nuevas células por la
activacion de los receptores nicotinicos a7.% 1129, 30

En este estudio se evalud el compuesto 3f, un compuesto que ha demostrado en
pruebas in silico e in vitro (Rosales M., et al, 2022) capacidad de acoplamiento
multitarget a dianas terapéuticas de EA, efecto inhibitorio de AChE y capacidad
antiagregante de BA. Por lo tanto, en este estudio se evalué un modelo de EA
inducido por administracién de BA intracortical, siendo administrado por 21 dias via
intraperitoneal. Se utiliz6 a la galantamina como farmaco control y con ello evaluarlo
como un posible candidato de nuevo tratamiento.32

La inyeccién intracortical es un método ampliamente utilizado para la administracion
de farmacos en estudios en animales, incluyendo modelos de EA, epilepsia,
depresion, entre otros. Este modelo se apoya de generar lesibn mecanica en el sitio
de administracion resultando en neuroinflamacion, estrés oxidativo, dafio neuronal
y desregulacion de limpieza metabdlica, procesos fisiopatolégicos que imitan a los
producidos por la propia enfermedad. Sin embargo, este mismo modelo tiene la
limitante de no poder replicar el origen multifactorial de la EA, siendo que minimiza
otros factores etioldgicos distintos a la BA, como pasa con tau, la cual pierde peso
en este modelo.*8 69

Para llevar a cabo el modelo, se utilizd el modelo de administracion intracortical de
BA, en el que se estandarizo las coordenadas de la administracion, siendo adecuada
para la evaluacion de cambios neurodegenerativos locales y la difusion por las vias
neuronales del péptido BA y sus consecuentes cambios en la conducta y cambios
en las pruebas bioquimicas. Posteriormente, se realizo la administracion de A en
los grupos de animales de experimentacion, después se administraron por via I.P.
con el compuesto respectivo para cada grupo y siguiendo con la realizacion de
pruebas de conducta.®®
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La galantamina ya ha sido ampliamente probada en distintos estudios, incluyendo
su efecto reductor en la formacion de placas amiloides y su efecto en la reduccion
de trastornos neurodegenerativos evaluados en las pruebas de conducta en
roedores. Igualmente, se ha observado efecto en la neuroinflamacién al reducir la
produccion de citocinas proinflamatorias, aumentar la limpieza por la microglia y
astrocitos, ademas de tener un efecto antiapoptético en el cerebro. Llegando a estos
efectos al presentar regulacion en los receptores de muscarinicos 1, nicotinicos a4
y a7.70. 71,72

La prueba de evitacion pasiva mostr6 que, tanto el compuesto 3f como la
galantamina, presentan una tendencia a preservar la memoria a corto y a largo
plazo, sin embargo, los datos no fueron estadisticamente significativos. Esto fue
contrario con los resultados obtenidos por Bhattacharya S. et al 2014, los cuales
realizaron un estudio con ratones transgénicos 5XFAD administrados con
galantamina via oral por 7 semanas, observado un mantenimiento de los valores de
latencia de entrada cuando se administra galantamina. Igualmente, Dimitrova y
Getova-Spassova en 2006, realizaron un estudio en ratas en un modelo de hipoxia
inducido por nitrato sédico con administracion I.P. de galantamina, observando una
mejoria en la memoria de corto y largo plazo ante las pruebas de evitacion pasiva
y, con ello, atribuyendo el efecto a una potenciacién alostérica de ACh mediada por
activacion de receptores nicotinicos.%% 73

En la prueba de campo abierto se obtuvo que existe una mayor capacidad motriz
en los grupos administrados con el compuesto 3f y la galantamina, destacando la
galantamina que fue la que mejores resultados demostro, siendo constante con los
datos obtenidos por Bhattacharya S. et al 2014. En el grupo GBASS mostré un
discreto aumento no significativo en la actividad motora total en comparacion con
los dos grupos, recordando que este pardmetro evalla la capacidad motriz de los
roedores, esto se interpretaria en el sentido que, los grupos con la enfermedad
expresa tienen una mayor conservacion de la capacidad motriz en comparacién con
los grupos tratados con galantamina o el compuesto 3f, se ha teorizado que es
debido a una muestra no homogénea en cantidad de animales de experimentaciéon
presentada en este grupo, se compuso por 3 sujetos, lo cual ocasiona que los
resultados no puedan ser comparables estadisticamente. Se sugiere realizar un
futuro estudio donde se utilice una muestra homogénea entre los grupos.

El compuesto 3f mostrdé una reduccién de la actividad de la AChE, concordante
con los datos obtenidos previamente en los estudios in silico e in vitro, demostrando
asi que el grupo adamantadina mejora las interacciones de 3f con AChE, mejorando
el efecto del compuesto 3f como un inhibidor de la AChE, postulandolo como un
posible nuevo farmaco con accién en la misma enzima. lgualmente, es posible que
el compuesto produzca modulacién al actuar con los receptores NMDA uniéndose
por su estructura de adamantino, siendo que es una estructura contenida en la
memantina, la cual produce modulacion de estos receptores.
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Sin embargo, en este estudio el grupo administrado con la galantamina presento
una tendencia al aumento en la actividad de AChE, debido a que galantamina actla
como un inhibidor competitivo de AChE, se esperaria que la actividad de la AChE
disminuyera, se hipotetizd que el acoplamiento entre BA y AChE podria estar
afectando y aumentando la actividad de AChE, ya que se ha reportado que el BA
puede formar complejos con AChE y aumentar su actividad.

Esto se ha mencionado por Dinamarca M. et al en 2010, donde se realizé un
experimento in vitro, en el cual observaron los cambios en la actividad de AChE
producido por el complejo AChE- BA, posteriormente realizaron estudios in vivo para
corroborar estos datos, se evidencié este aumento de la actividad, en los cuales se
obtuvo que la formacién de complejos AChE-BA ocasiona el aumento de la actividad
hidrolitica de la AChE, sugiriendo que la interaccion entre estos afecta la union de
la AChE con la galantamina, impidiendo a la galantamina producir su efecto.
Ademas, al formarse estos complejos es posible que los inhibidores de AChE ya ho
puedan interaccionar en el sitio activo de la enzima. Para lo cual, se sugiere realizar
mas experimentos en donde se evalle a la galantamina en el contexto de la
formacion de complejos AChE-BA.

En cierta forma, estos resultados podrian explicar porque los inhibidores de AChE
no llegan a revertir los dafos producidos por el BA. Es importante mencionar que
en la literatura no se encontraron reportes que muestren la actividad de AChE
después de la administracion intracortical de BA1-42.
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11. Conclusion

La administracion intraperitoneal del compuesto 3f, después de una Uunica
administracion intracortical de BA, no mostré cambios significativos en las pruebas
conductuales. Mientras que, a las pruebas bioquimicas se obtuvo una tendencia a
la disminucion de la actividad de acetilcolinesterasa en comparacion con la
galantamina, sin embargo, no hubo cambio significativo en la formacion de BA, con
ello aceptando la Ho y rechazando la Ha. Concluyendo asi que, el compuesto 3f no
fue capaz de producir una mejora en el déficit cognitivo en el modelo animal inducido
por administracion intracortical de BA1-42.
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12. Perspectivas

Las coordenadas utilizadas inicialmente fueron con el fin de administrar el péptido
BA en el hipocampo, sin embargo, posteriormente se comprobé que la
administracion se realizaba en la corteza S1Tr, esto por medio de la visualizacion
de cortes histologicos en parafina, asi como su analisis en atlas estereotaxico. Por
lo tanto, dicha administracién tiene el inconveniente de no generar el dafo directo
en hipocampo, retrasando asi la sintesis y propagacion de BA, siendo esta una de
las posibles razones por las cuales los resultados obtenidos en la cuantificacion de
BA por el método ELISA no mostraron cambios. Debido a lo anterior se sugiere la
realizacion de un nuevo protocolo en el cual se utilicen unas nuevas coordenadas
en las cuales se administre en la region CA1 del hipocampo.

Ademas, la administracion en corteza podria afectar las pruebas conductuales y de
motricidad, ya que la administracion estaba generando el mayor dafio en la corteza
sensitivo-motora de los animales. Otro factor importante que podria influir en los
resultados obtenidos en las pruebas conductuales es que los animales se
transportaron de un laboratorio a otro con el fin de poner a los animales en las
condiciones propicias para realizar las pruebas, sin embargo, este trayecto ocasiona
estrés y el cambio abrupto de las condiciones ambientales de los animales,
influyendo esto en los resultados, ya que esas pruebas se ha demostrado que son
altamente sensibles a estos cambios. Se sugiere que, en la realizacion del protocolo
nuevo, se utilice una habitacion condicionada donde se incluya de inicio los recursos
y aparatos para la realizacion de las pruebas, con ello evitando los cambios bruscos
de esta.

Finalmente, en la técnica ELISA para la cuantificacion de BA, no se logré una muy
buena correlacién a concentraciones altas, por lo tanto, para la realizacion de un
posterior protocolo, se sugiere una estandarizacion precisa de la técnica, asi como
la utilizacion de algun otro método de cuantificacion, como western blot o técnicas
de inmunohistologia.

Comentado todo lo anterior, se propone la realizaciéon de otro protocolo donde se
evalle el compuesto 3f y se realicen los cambios sugeridos para corroborar si el 3f
puede ser un candidato a nuevo farmaco para el tratamiento de la EA.
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