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Resumen

La EA es un trastorno neurodegenerativo, que causa un deterioro cognitivo progresivo e
irreversible, y se caracteriza clinicamente por pérdida de la memoria y funcién ejecutiva,
llevando a la demencia en estadios avanzados. Neuropatoloégicamente, se caracteriza por
el depdsito intra y extracelular del péptido B-amiloide (AB), la formacién de ovillos
neurofibrilares intracelulares de Tau (NFT), ademas de disforia y pérdida neuronal,
principalmente de las neuronas colinérgicas en el hipocampo. Actualmente es la
enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia a nivel mundial, representando
entre el 60% y el 80% de los casos de demencia. El numero de afectados oscila entre 50.4
y 65.1 millones, estimandose que la cifra se triplique para el 2050. Su etiologia es
multifactorial y estan implicados simultaneamente varios procesos patolégicos como
amiloidosis, taupatia, estrés oxidativo (EO), disfuncién mitocondrial y neuroinflamacion,

conduciendo finalmente a la muerte neuronal.

A pesar de los avances en el entendimiento de la etiologia de la enfermedad y de los
multiples ensayos clinicos que buscan desarrollar terapias para la EA, hasta ahora no se
ha podido determinar con exactitud las causas que conducen a la muerte neuronal, y
actualmente no existe un tratamiento que haya logrado revertir o detener la
neurodegeneracion en estos pacientes. En este sentido es necesaria la busqueda e
investigacion de nuevos modelos de estudio de EA y de nuevos posibles compuestos

farmacéuticos.

Recientemente se ha reportado la capacidad de la rotenona de inducir vias patolégicas
observadas en la EA como la hiperfosforilacién de Tau, apoptosis, disfuncién colinérgica y
mitocondrial en modelos murinos. También se ha hallado que productos naturales, entre
ellos la curcumina, el tramiprosato y el azul de metileno (MB), intervienen simultaneamente
en multiples vias asociadas con la EA por sus capacidades anti-amiloidogénicas,
antiagregantes de Tau, antioxidantes, antiinflamatorias, y quelantes. En estudios in vitro la
curcumina y el tramiprosato disminuyen la formacién de placas seniles por su interaccion
con el AB, ademas de tener efectos antioxidantes y antiinflamatorios, mientras que el MB

reduce la auto agregacion de Tau, la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo.
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Dentro de este contexto, el presente proyecto busca evaluar el efecto de la rotenona en la
generacion de los mecanismos patoldgicos presentes en la EA como la formacion del H20o,
el mantenimiento del AWYm, la expresion de marcadores de estrés oxidativo, apoptéticos y
de agregacion proteica, asi como la respuesta funcional a la acetilcolina. Adicionalmente
se analizé el efecto de terapias individuales o combinadas de curcumina, tramiprosato y MB
en estos mecanismos neuropatologicos, en un modelo neuronal colinérgico con y sin el

citotéxico rotenona.

Para determinar estos resultados, se realizaron ensayos de viabilidad MTT y ensayos de
inmunofluorescencia (IF) con las sondas Mitotracker, DCF-DA y Fluo 3-AM, para la
medicion del AWm, formacion de H2O2 y entrada intracelular de Ca2+ respectivamente. Asi
mismo se realizaron IF con anticuerpos para Caspasa 3, p-Tau, DJ1-Ox y P-c-Jun para el

analisis de la expresion de marcadores de EO, NFT y apoptosis.

Los resultados obtenidos han mostrado que las CSNC expresan marcadores de linaje
colinérgico (VAChT y ChAT) en mayor medida que las CME, evidenciando un proceso de
transdiferenciacion exitoso. Adicionalmente el cultivo con rotenona indujo el desarrollo de
todas las vias patolégicas evaluadas, desencadenando un aumento de la formacién del
H202, la oxidacion de DJ1, la expresion de caspasa 3 y la fosforilacion de Tau y c-Jun, este
citotéxico también redujo el AWm, por lo que es un modelo quimico adecuado para la

induccion de los mecanismos patoldgicos presentes en la EAE en las CSNC.

Los tratamientos individuales y combinados de curcumina, tramiprosato y MB no afectaron
la viabilidad celular a excepcion de concentraciones mayores a 1uM de MB que disminuyen
la viabilidad de forma dosis dependiente. Las concentraciones de curcumina 1uM, MB
0.5uMy tramiprosato 50 uM + MB 0.25uM disminuyeron la formacion de H2O2, este ultimo

tratamiento también aumenté el AyM.

También Se observd que el tratamiento con tramiprosato a 50 uM disminuyd la expresion
del marcador proapoptético caspasa 3, mientras que las concentraciones de tramiprosato
250 uM y el MB 0.25 pM redujeron la expresién del marcador de agregacién proteica p-
Tau Ser202/Thr205. Por otro lado, la oxidacién de DJ1-Ox-Cys106, la fosforilacién de c-Jun
y la respuesta a acetilcolina no se modificaron con los tratamientos individuales o

combinados.
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En las CSNC incubadas simultaneamente con Rotenona 50 uM.y el tratamiento combinado
curcumina.1 yM + tramiprosato 50 yM + MB 0.25uM se hallé que el tratamiento disminuye
la fosforilacién de Tau, la expresion de caspasas y la disfuncién colinérgica. Por lo que se
puede concluir que la rotenona es un buen modelo quimico para la simulacion de la EAE
en modelos neuronales colinergicos in vitro, y que las moléculas curcumina, tramiprosato y
MB en terapias individuales o combinadas, presentan resultados promisorios para el

tratamiento de pacientes con esta patologia.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Estrés Oxidativo, Agregacion proteica,

Apoptosis, rotenona, curcumina, tramiprosato, azul de metileno.
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Abstract

AD is a neurodegenerative disorder, which causes progressive and irreversible cognitive
impairment, and is clinically characterized by loss of memory and executive function, leading
to dementia in advanced stages. Neuropathologically, it is characterized by intra- and
extracellular deposition of B-amyloid (AB) peptide, formation of intracellular neurofibrillary
tangles of Tau (NFT), in addition to dysphoria and neuronal loss, mainly of cholinergic
neurons in the hippocampus. It is currently the most prevalent neurodegenerative disease
worldwide, accounting for 60% to 80% of dementia cases. The number of people affected
ranges between 50.4 and 65.1 million, and it is estimated that this figure will triple by 2050.
Its etiology is multifactorial and several pathological processes are involved simultaneously
(amyloidosis, tauopathy, oxidative stress (OS), mitochondrial dysfunction and

neuroinflammation, ultimately leading to neuronal death.

Despite advances in the understanding of the etiology of the disease and the multiple clinical
trials that seek to develop therapies for AD, so far it has not been possible to determine the
exact causes that lead to neuronal death, and there is currently no treatment that has
managed to reverse or stop neurodegeneration in these patients. In this sense, it is
necessary to search for and investigate new models for the study of AD and new possible

pharmaceutical compounds.

Recently, the ability of rotenone to induce pathological pathways observed in AD such as
Tau hyperphosphorylation, apoptosis, cholinergic and mitochondrial dysfunction in murine
models has been reported. Natural products, including curcumin, tramiprosate and
methylene blue (MB), have also been found to be simultaneously involved in multiple
pathways associated with AD through their anti-amyloidogenic, Tau antiaggregating,
antioxidant, anti-inflammatory, and chelating abilities. In in vitro studies curcumin and
tramiprosate decrease senile plaque formation by their interaction with AB, in addition to
having antioxidant and anti-inflammatory effects, while MB reduces Tau self-aggregation,
mitochondrial dysfunction, and oxidative stress.

Within this context, the present project seeks to evaluate the effect of rotenone on the
generation of pathological mechanisms present in AD such as H2O> formation, maintenance
of AWm, expression of oxidative stress, apoptotic and protein aggregation markers, as well

as functional response to acetylcholine. Additionally, the effect of single or combined
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therapies of curcumin, tramiprosate and MB on these neuropathological mechanisms was

analyzed in a cholinergic neuronal model with and without the cytotoxic drug rotenone.

To determine these results, MTT viability assays and immunofluorescence (IF) assays were
performed with Mitotracker, DCF-DA and Fluo 3-AM probes, for the measurement of AWYm,
H202 formation and intracellular Ca2+ entry, respectively. Likewise, IF with antibodies for
Caspase 3, p-Tau, DJ1-Ox and P-c-Jun were performed for the analysis of the expression

of EO, NFT and apoptosis markers.

The results obtained have shown that CSNCs express cholinergic lineage markers (VAChT
and ChAT) to a greater extent than ESCs, evidencing a successful transdifferentiation
process. Additionally, culture with rotenone induced the development of all pathological
pathways evaluated, triggering an increase in H2O, formation, DJ1 oxidation, caspase 3
expression and Tau and c-Jun phosphorylation, this cytotoxicity also reduced AWYm, making
it a suitable chemical model for the induction of pathological mechanisms present in EAE in
CSNCs.

Individual and combined treatments of curcumin, tramiprosate and MB did not affect cell
viability with the exception of concentrations greater than 1uM of MB which decrease viability
in a dose-dependent manner. Concentrations of curcumin 1uM, MB 0.5uM and tramiprosate

50 uM+MB.0.25uM decreased H202 formation, the latter treatment also increased the AyM.

It was also observed that treatment with tramiprosate at 50 uM decreased the expression of
the proapoptotic marker caspase 3, whereas concentrations of tramiprosate 250 yM and
MB 0.25uM reduced the expression of the protein aggregation marker p-
Tau.Ser202/Thr205. On the other hand, DJ1-Ox-Cys106 oxidation, c-Jun phosphorylation

and response to acetylcholine were not modified by single or combined treatments.

In CSNCs incubated simultaneously with Rotenone 50 pM.and the combined treatment
curcumin 1 uyM + tramiprosate.50 yM + MB 0.25uM treatment was found to decrease Tau
phosphorylation, caspase expression and cholinergic dysfunction. Thus, it can be concluded
that rotenone is a good chemical model for the simulation of EAE in cholinergic neuronal

models in vitro, and that the molecules curcumin, tramiprosate and MB in individual or

18



combined therapies, present promising results for the treatment of patients with this
pathology.

Keywords: Alzheimer's disease, oxidative stress, protein aggregation, apoptosis, rotenone,
curcumin, tramiprosate, methylene blue.
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CAPITULO I: ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

1.1 Definiciéon de la EA

La EA es un trastorno neurodegenerativo, caracterizado clinicamente como un trastorno
neurocognitivo mayor que causa un deterioro cognitivo progresivo e irreversible. Su sintoma
mas representativo es la pérdida de la memoria, pudiendo cursar con la pérdida de otras
funciones cognitivas como la atencién compleja, la funcion ejecutiva, el aprendizaje, el
lenguaje, la regulacién emocional, o las habilidades perceptivas, motoras o de cognicion

social, llevando a la demencia en estadios avanzados (1,2).

Existen descripciones compatibles con este trastorno desde el 1500 A.C. en el papiro de
Ebers y finalmente fue clasificado durante el siglo XIX como una alteracion
neurodegenerativa, siendo su patologia descrita por Alois Alzheimer en 1906 (3). La EA es
considerada una proteinopatia, y neuro patolégicamente se observan 2 signos clasicos que
permiten el diagnéstico: las placas seniles compactas, formadas por la aglomeracion
extracelular del péptido Beta-amiloide (AR, de amyloid-B), y los ovillos neurofibrilares
intracelulares, compuestos por agregados de la proteina Tau hiperfosforilada (4). En tejido
encefalico se observa atrofia y pérdida de volumen, principalmente en el I6bulo temporal (5,
6). El desarrollo de EA se puede dividir en 3 fases clinicas: la presintomatica, el deterioro
cognitivo leve y la demencia, relacionadas con el grado de dafo neuronal. Adicionalmente,
dependiendo de la edad de inicio de aparicion de los sintomas, es posible dividir el trastorno

en: presenil (menores de 65 afos) y senil (7,8).

1.2. Epidemiologia

En los ultimos afios la prevalencia de las demencias ha ido en aumento, pasando de 24.4
millones de personas afectadas en 2004 (9) a 46.8 millones en 2015 (10,11,15).
Actualmente la prevalencia oscila entre 50.4 y 65.1 millones de personas afectadas (12,13),
y se estima que esta cifra puede incrementarse hasta los 131.5 millones en 2050 (4,5,28),
siendo la EA y otras demencias la séptima causa de muerte en 2019 (14,16), con 1.5

millones de fallecimientos (12).

De los tipos de demencia, la EA es el subtipo mas comun, representando entre el 60% y
el 80% de los casos a nivel mundial (7,10-12,16), la prevalencia varia segun la regién (13,

14) (fig 1), siendo la tasa de prevalencia en mayores de 60 afios mas alta en norteamérica
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(6.4%) y Europa occidental (5.4%)(15), mientras que Africa, India y el sudeste asiatico
presentan las tasas mas bajas (1,6% y 1,9% respectivamente) (13,17). Se estima que 6,2
millones de estadounidenses de 65 afios padecian demencia tipo alzheimer en 2021, de

los cuales el 72% tenian 75 afios o mas (28,29).

La incidencia de la EA se incrementa con la edad, pasando del 0,5% en poblacién de 60 a
69 anos, a entre 6% y 8% en mayores de 85 afos (24), dandose en el 95 % de los casos
en personas mayores de 65 afos. Actualmente el 58% de los pacientes con demencia
residen en paises catalogados como de bajos o medianos ingresos (4,5, 13). Latinoamérica
estd clasificada en esta categoria y durante el ano 2016 se calculé la existencia de
3°440.613 personas afectadas en esta zona (30), teniendo la prevalencia regional mas alta
a nivel mundial (17), oscilando el porcentaje en mayores de 64 afos entre el 7,1% vy el
11,5% (18).

Colombia es uno de los paises con mayores problematicas relacionadas con la EA, debido
a la conjuncidon de 3 factores, una alta prevalencia de demencias, pocos estudios
epidemioldgicos que permitan determinar la incidencia real en el territorio, y la presencia de
mutaciones causantes de EAF (13,19). Matematicamente se calculé que para el afio 2016
hubo aproximadamente 248.583 casos de demencia con 12.384 fallecidos (15). En diversos
estudios sobre la frecuencia de enfermedades neuroldgicas, incluyendo demencia en
personas mayores de 50 afios, se han encontrado prevalencias de la misma entre el 1,3%
y 5,4% (20). Estudios en mayores de 65 afos en la ciudad de Manizales (Caldas),
reportaron una prevalencia del 6 % (21). En otras investigaciones se encontraron
prevalencias ajustadas de 8.1 personas con demencia por cada 1000 personas para
mayores de 50 afos, y de 34.2 por cada 1000 habitantes en mayores de 75 afios (22). Otras
investigaciones han indicado una prevalencia general para la demencia entre 1.8% y 3.4%
para grupos de pacientes cuya edad esta por encima de 65 y 75 afios respectivamente
(22,9), estas cifras se asimilan a las encontradas durante el estudio neuroepidemioldgico
nacional, donde se encontré una prevalencia general para las demencias de 1,3%,
subiendo esta cifra a 3,04% en mayores de 70 afos, siendo las regiones de mayor
prevalencia en el pais, la suroccidental con 2,2%, y la oriental con 1,9%(23). Sin embargo,
estas estadisticas corresponden a estudios no longitudinales, sin una subclasificacion

clinica, lo que impide conocer el porcentaje de personas con EA.
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Entre el 1% y el 5% de los casos de AE son de origen genético (EAF). Las mutaciones
genéticas mas prevalentes de éste se dan en los genes para PSEN1, PSEN2y APP (19,24).
En Colombia se han hallado multiples mutaciones en PSEN1, causantes de la enfermedad
en edades tempranas como la 1le143Thr (1143T,), Glu280Ala (E280A), Glu318Gly (E180G)
y Pro117Ala (P117A) (25). De éstas, la mutacion E280A es la causa mas habitual de la
EAF, tanto a nivel nacional, como a nivel mundial. Fue descubierta en 1995 en el
departamento de Antioquia, siendo la mayoria de los portadores provenientes de esta
region, por lo que es conocida como “mutacion paisa”, y abarca actualmente 6000 personas
de 25 familias de este departamento, de las que se estima que 1000 poseen la mutacién
(26).

Percentage change
W 20%to<40%  [C1220%to<240%
B 40%to<60%  [1240%to <260%
B G0%to <B0% [0 260%to <280%
B B0%to <100%  [H 280% to <300%
[ 100% to <120% [ 300% to <320%
[ 120%to <140% [ 320% to <340%
[ 140% to <160% I 340% to <360%
CI160%to <180% WM 360%to <380%
[ 180% to <200% I 380% to 2000%
[ 200% to <220%

Eastern
Caribbean and central America Persian Gulf Balkan Peninsula Southeast Asia West Africa  Mediterranean

Figura 1. Cambio porcentual entre 2019 y 2050 del numero de personas de todas las edades con

demencia por pais. Imagen tomada de ref (13)
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1.3 Clasificacion y Etiologia de la EA

La clasificacion de la EA se puede dar por edad en EA de inicio en presenil, o de inicio
temprano cuyos sintomas inician entre los 30 y 65 afios con una prevalencia entre el 1% vy
el 5% de todos los casos que se relacionan con un origen familiar, y en EA senil, o de inicio
tardio que representa mas del 95% de los eventos de EA (19), la cual se relaciona con una
etiologia esporadica. También se ha clasificado segun la etiologia de la enfermedad, en
Enfermedad de Alzheimer familiar (EAF), que es causada por mutaciones autosémicas
dominantes o duplicaciones en los genes de la proteina precursora de amiloide (APP),
presenilina 1 (PSEN-1) y presenilina 2 (PSEN-2) (19), los cuales incrementan la
concentraciéon de APP o su escisidn por la via amiloidogénica, causando el incremento de
la produccion de péptido AB (19,27), y en Enfermedad de Alzheimer esporadica (EAE), que
es de origen multifactorial, donde estan relacionados factores de riesgo ambientales y
genéticos como dietas altas en glucosa, exposicidn a altas concentraciones de material
particulado (2.5) en el aire y la presencia de APOEA4 (fig 2) (4, 6, 26, 27).

Existen varias teorias sobre los eventos que causan esta forma clinica, pero hasta el
momento ninguno logra explicar todas las caracteristicas de la enfermedad (28), por lo que
la idea mas aceptada es que confluyen varios factores que desencadenan la enfermedad,
lo que conlleva a que en la actualidad existan multiples hipotesis que tratan de explicar el
desarrollo de este trastorno (fig 3). Algunas de las mas aceptadas son: amiloidosis, taupatia,
estrés oxidativo (EO), disfuncién mitocondrial, disfuncion colinérgica, disfuncién autofagica,

neuroinflamacioén y alteracion de la homeostasis del calcio (29,30).

Enfermedad de Alzheimer

Esporadica < Senil Presenil | Familiar
95-99 % | >65 afios <65 afios 1-5 %
Factores Factores de riesgo _ Genes Autosémica
Ambientales genéticos involucrados Dominante
PM 2.5, pesticidas APOE ed/e4: aumenta 3,6-14.5 PSEN1 PSEN1
Infecciones veces el riesgo de EA PSEN2 Ile143Thr (1143T)
Me_tales pesados Otros genes asociados: TREM2, APP Glu280Ala(E280A)
Dietas altas en CD33, CR1, ABCAT7, SHIP1, BIN1, Glu318Gly (E180G)
lucosa CD2AP, CLU, EPHA1, PICALM,
= MS4A, CASS4, CELF1, DSG2, HLA, Praiins AT
DRB5, DBR1 ,FERMT2, NPP5D ,
MEF2C , NMES , SLC24H4 RIN3
SORL1y ZCWPW1

Proteinopatias, Estrés oxidativo, Disfuncién mitocondrial,
Disfuncion colinérgica, Neuroinflamacion, Apoptosis
Muerte
neuronal

23



Figura 2. Clasificacién etiolégica de EA: Su clasificacion se puede dar por edad de inicio en presenil (<65
afos) y senil ( >65), o segun su etiologia en EAE (de origen multifactorial donde estan relacionados factores
de riesgo ambientales y genéticos) y familiar (causada por mutaciones o duplicaciones en los genes APP,

preselinina 1 y preselinina 2) Informacion tomada de referencia (27)

1.4 Patologia de la EA

La EA es considerada una proteinopatia, en la cual proteinas o péptidos tienden a la
autoagregacion, y causan la formacion de conglomerados insolubles dificiles de eliminar
(31) (fig 1), los cuales superan a los mecanismos de degradacion endégenos, por lo que
los dos procesos principales en el desarrollo de la enfermedad son la amiloidosis o
formacion de las placas seniles extracelulares por la union de péptidos AB (46) y la taupatia
o el ensamblaje de NTF intracelulares en las neuronas, generados por la hiperfosforilaciéon
de Tau (28, 33).

Estos agregados causan multiples procesos patolégicos como neuroinflamacion, disrupcion
en el transporte axonal, pérdida del citoesqueleto, incremento del calcio intracelular,
aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO), disfunciéon mitocondrial, activacion glial,
alteracion en la transmision de sefiales mediadas por neurotransmisores y apoptosis, lo que
finalmente causa muerte neuronal (34-36), la cual empieza tipicamente en la zona CA1 del
hipocampo y migra a las zonas aledafias por medio del transporte de agregaciones
proteicas en las redes neuronales (5,17,32).
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Figura 3. Mecanismos neuropatologicos implicados en la EA. (A) Mecanismos moleculares de la
apoptosis en la EA. (B) Descripcion de mecanismos neuropatoldégicos mas importantes en la EA. Imagen
tomada de referencia (34-36).
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A nivel macroscépico los cerebros presentan dilatacion ventricular, pérdida de volumen
encefalico y atrofia marcada a nivel cortical, principalmente en hipocampo, I6bulo temporal
y parietal en etapas tempranas de la enfermedad, afectando zonas subcorticales en etapas
tardias (fig 4), (6,31). Fisiopatolégicamente, este trastorno presenta multiples marcadores
patognomoénico como s: 1) Amiloidosis, 2) Taupatia, 3) Disrupcion sinaptica, 4)
Neuroinflamacion, 5) Neurodegeneracion, 6) Desregulacion de la homeostasis del calcio,
7) Disfuncion colinérgica, 8) Estrés oxidativo, 9) Disfuncion mitocondrial y 9)

Apoptosis(35,36).(fig 3) Los cuales se asocian con las alteraciones neurolégicas en la EA.

Figura 4. Hallazgos neuropatologicos en la EA: (A) Cerebro de un paciente de 70 afios con EA (izquierda)
vs cerebro control (derecha). El cerebro con EA muestra atrofia neuronal marcada, dilatacién del ventriculo
lateral y un hipocampo disminuido. (B) Tincién de Bielschowsky en el hipocampo a 40x, se observan ovillos
neurofibrilares (N) y placas neuriticas (P). (C) Secciones histolégicas tefiidas con hematoxilina y eosina a
40X se observa degeneracion granulovacuolar o cuerpos de hirano (puntas de flecha). (D)
Inmunohistoquimica de I6bulo frontal. Se evidencia la presencia de ovillos neurofibrilares (N) y placas seniles
(P). (E) Inmunohistoquimica para $-amiloide en el hipocampo a 40x, se observa la formacion de placas difusas
(D), Compactas (C) y angiopatia amiloide cerebral (A). (F) Tincion de tioflavina S 100x con presencia de ovillos
neurofibrilares maduros (flecha) y algunos NFT inmaduros (puntas de flecha) junto con placas de amiloide
(p)- Modificado de ref (5)

1.4.1 Amiloidosis y EA

Una de las caracteristicas patologicas mas relevantes en la EA es la amiloidosis, esta se
produce por la acumulacion intra y extracelular del péptido AB, el cual es un producto de la
escision de la APP (Amyloid Precursor Protein o APP) (31,37) cuya funcion esta relacionada
con la formacion de sinapsis, plasticidad neural, exportacion de hierro y neuroproteccion en
el envejecimiento, por lo cual se expresa en varios tipos celulares, incluyendo las neuronas.
Esta es una proteina transmembrana de paso unico tipo | con un gran dominio extracelular
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amino terminal y una cola citoplasmatica corta carboxilo terminal, que luego de
modificaciones postraduccionales como la glicosilacion, es empaquetada en vesiculas de

transporte e insertada en la membrana celular, en donde ocurre su fision (38).

La escision de APP se puede dar por 2 rutas que compiten antagénicamente por realizar el
corte en la zona carboxilo terminal de la proteina. En la ruta no amiloidogénica que es la
mas prevalente, el primer corte es realizado por la proteasa a-secretasa en la zona
extracelular y el segundo corte es realizado por la y-secretasa en la cola carboxilo terminal,
generando 3 péptidos: sAPPa, implicado en sefializacion de notch, p3 y AICD (33, 38, 44)

que seran degradados en vesiculas lisosomales.

Sin embargo el 10% de las veces el APP es procesada en la via amiloidogénica, por las
enzimas [(-secretasa (BACE-1) que realiza un corte mas cercano al extremo n-terminal y
la y-secretasa, generando como productos de escision sAPPB, AB y AICD,
(33,36,38,39,44)(fig 5), de los cuales el AR tiene tendencia a la autoagregacion por el alto
nuamero de estructuras terciarias en su region c-terminal (39) y cuyo tamano puede oscilar
entre los 37 y 49 aminoacidos (31,39), siendo las isoformas de 40 y 42 aminoacidos (AB40
y AB42 respectivamente) las mas asociadas con la EA. Esta ultima se considera la mas
toxica al ser mas insoluble y formar mas agregados peptidicos, siendo la mas prevalente
en las PS (31,39). EI AB presenta 3 formas de agregacion: monémeros solubles, oligdmeros
con una alta toxicidad neuronal por formacién de poros en la membrana y fibrillas amiloides,
que se aglomeran extracelularmente generando las placas seniles laxas o compactas (40).
Estas ultimas son el marcador histoloégico mas caracteristico de la EA, las cuales son

causadas por la asociacién de fibrillas de AB con neuritas distréficas.

En la actualidad, la Hipétesis de la cascada amiloide es la teoria mas estudiada. La
agregacion de ABaso /AB42 esta relacionada con los demas mecanismos patoldgicos en EA
(41). Su aglomeracion provoca la alteracion de la homeostasis de calcio por su interaccion
con los receptores NMDAR y AMPAR derivando en excitotoxicidad por glutamato, también
se relaciona con el desacoplamiento de los microtubulos por unién a la proteina tau o por
la activacién de quinasas como GSK3p y CDK5 que causan su hiperfosforilacion, alterando
el trafico vesicular hacia la zona presinaptica, la expresiéon de neurotransmisores y canales
ionicos, y el mantenimiento de las dendritas y axones, terminando en una disfuncién
sinaptica(42,43). Los oligomeros tienden a formar uniones con los complejos I, lll y IV de la
mitocondria, impidiendo el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones e

induciendo la disfuncién mitocondrial, conllevando una disminucién del metabolismo, asi
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mismo este péptido forma enlaces con metales pesados con electrones desacoplados como
el cadmio, hierro y cobre, causando la formacion de H2O2> y EROy un aumento del estrés
oxidativo mitocondrial (42). Los oligdbmeros de este péptido también forman poros
citotoxicos en la membrana mitocondrial y celular, causando apoptosis y necrosis neuronal
(55). Otro mecanismo de dafo es la produccion de factores de dafio neuronal y citoquinas
proinflamatorias, provocando activaciéon glial y neuroinflamaciéon (29,30). Este péptido
también disminuye la concentracién de acetilcolina por inhibicién de las enzimas VAChT y
ChAT y por el bloqueo del receptor nicotinico del neurotransmisor (57), asi mismo las placas
seniles causan lesiones mecanicas en el SNC y en la barrera hematoencefalica (BHE) (43),

lo que contribuye al deterioro de las funciones neuronales causando finalmente |la muerte
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Figura 5. Formacion de placas seniles y NFT en la EA. (A) Procesamiento de la APP, en la cual la
escision de la proteina por la via amiloidogénica genera produccion del péptido AB 40-42, el cual tiende
a la autoagregacion formando oligomeros y fibrillas de AB. (B) Formacion de NFT por hiperfosforilacion

de Tau mediado activacion de quinasas. Imagen tomada de referencia: (45,46)

1.4.2 Taupatia y EA

Otro de los marcadores neuropatologicos de la EA es la Taupatia, causada por la formacién
de oligdbmeros de Tau, debido al incremento en su fosforilacion. Como tal, Tau es una
proteina de asociacion a microtubulos (Microtubule-associated protein o MAP), que se
expresa principalmente en neuronas y esta implicada en el ensamblaje de monémeros de
tubulina, permitiendo la estabilizacion de los microtubulos y el transporte vesicular en las

neuronas (46,47), y para su funcionamiento es necesaria su fosforilacion en residuos de
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serina y treonina. Sin embargo, en la EA, sufre una hiperfosforilacion por la sobreactivacion
de quinasas como Cdk5 y GSK3b (48), cuya funcion esta incrementada por su interaccion
con la B-secretasa. Adicionalmente las quinasas activadas por estrés (SAPKs) también
aumentan la fosforilacion de Tau en respuesta a la neuroinflamacion y el estrés oxidativo
(46,48), esto disminuye la afinidad de la proteina por los microtubulos, y favorece la union
entre monoémeros, formando los Filamentos Helicoidales Pareados (PHF), los cuales al
unirse dan paso a los ovillos neurofibrilares (NFT) (fig 5) (49). Estos ultimos son citotoxicos
y desencadenan alteraciones en el transporte axonal por dafio en la red de microtubulos,
degeneracion retrégrada, disfuncion sinaptica, alteracion en la expresion de
neurotransmisores y pérdida neuronal (33,49). Asi mismo los NFT producen citotoxicidad
mecanica, aumento de ERO, alteraciones en la transmision axonal y pérdida de espinas
dendriticas por dafo en el citoesqueleto. Secundariamente, en respuesta a la muerte celular
y agregacion de compuestos neurotéxicos se crea un ambiente inflamatorio por emisién de
factores de dano neuronal que causa la activacion de microglia y astrocitos, asi como la
liberacién de moléculas pro inflamatorias como citoquinas, quimioquinas y ERO (46,47-49).
Adicionalmente, la taupatia se encuentra en etapas muy tempranas de la patologia y el
deterioro de las funciones cognitivas en la EA se correlaciona fuertemente con la cantidad
de NFT de proteina Tau hiperfosforilada (46,49).

1.4.3 Disfuncion sinaptica y EA

La disfuncién sinaptica consiste en alteraciones cuantitativas, morfologicas y funcionales
en las dendritas y el axdén de las neuronas, impidiendo una adecuada transmisién del
impulso nervioso, lo cual es producido por alteraciones del citoesqueleto y de los sistemas
de neurotransmisién (48), como consecuencia de la disrupcién de los microtubulos, lo que
genera alteraciones en el transporte de vesiculas presinapticas, reduciendo el envio de los
neurotransmisores al botdn sinaptico, ademas de disminuir la plasticidad neuronal por
pérdida de espinas dendriticas y por cambios morfolégicos en las mismas, al disminuirse
las espinas tipo mushroom asociadas a plasticidad y aumentarse las tipo filopodio
inmaduras (50). Adicionalmente los oligdmeros de AB incrementan la concentracion de
glutamato y disminuyen la concentracion de neurotransmisores como acetilcolina y GABA
(48,50,51,52), lo cual causa pérdida de grupos neuronales, causando afectacion de las

funciones cognitivas como la memoria y el razonamiento.
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1.4.4 Neuroinflamacién y EA

La Neuroinflamacion describe diversos fendmenos inmunolégicos que ocurren en el SNC.
Estos incluyen: desde infiltracion de linfocitos, migracion de células inmunes al cerebro por
dafo de la BHE, cambios morfolégicos en las células gliales como astrocitos y microglia,
que constituyen un perfil proinflamatorio, hasta el aumento de produccién de moléculas
solubles inmunoldgicas inductoras de vias de sefalizacion inflamatoria y de dafio celular
como las citoquinas, ERO y ERN (53,54). Este proceso puede ser desencadenado por
diversos factores como hipoxia, infecciones, traumatismos, isquemia, enfermedades
autoinmunes, proteinopatias, consumo de metales pesados, etc. Estos fendmenos
producen un desequilibrio homeostatico en el tejido cerebral y deriva en muerte neuronal
(40).

En la EA, la neuroinflamacion es derivada de un cambio de los astrocitos y la microglia por
la presencia de agregados proteicos a un perfil proinflamatorio A1 y M1 respectivamente,
en el cual estas células gliales responden al dafio neuronal produciendo moléculas
inductoras de inflamacién como los interferones TNF-a o la citoquina IL-1B con el fin de
reparar el dafo celular (40). Estas sefiales inflamatorias incrementan la produccién de ERO,
citoquinas proinflamatorias y la migracion de linfocitos al cerebro. Adicionalmente al ser
insuficiente la fagositosis del AB por parte de la glia en el aclaramiento de la PS, se da una
inflamacién crénica de bajo grado que causa a largo plazo muerte neuronal (40.53,54),
debido a que los oligdmeros de AB generan cambios fenotipicos en la microglia y los
astrocitos, al unirse y activar diversos receptores, como los receptores acoplados a la
proteina G, CD36, FPR2, CMKLR1 y receptores tipo toll como TLR2 / TLR4, lo que activa
vias de produccién de citoquinas proinflamatorias (41,52). Adicionalmente, la disfuncién
neuronal causada por la acumulacion de NFT y oligébmeros intracelulares de AB, causa
pérdida del AWYm , aumento de ERO, estrés oxidativo y disfuncion sinaptica, llevando a la
produccion de factores de dafio neuronal como ATP , ERO y CX3CL1, lo que causa
activacién glial. Se ha observado que la microglia y los astrocitos fagocitan el AB
extracelular en un intento de degradarlo, virando a un perfil proinflamatorio M1 y A1
respectivamente, en los astrocitos esta fagocitosis produce citoquinas inflamatorias como
IL-18 y TNF-a y activa la via NF-kB (53,55), lo que resulta en el aumento de la liberacién
de proteinas de la via del complemento, que a su vez actua sobre los receptores C3a en
neuronas y microglia, provocando disfuncion neuronal y activacion microglial, mientras que

en la microglia induce la produccion de las citoquinas inflamatorias IL-1a, TNF-a , asi como
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la proteina del sistema de complemento C1q y aumenta la formaciéon de ERO , causando
astrogliosis y alteraciones neuronales. Esta retroalimentacion entre los 3 tipos celulares
amplifica la respuesta causando una inflamacién crénica de bajo grado que activa vias
quinasas que hiperfosforilan a Tau y causan a largo plazo procesos de degeneracion
(48,50-54).

1.4.5 Desregulacion de la homeostasis del calcio y EA

Como parte del proceso de transmision de sefiales nerviosas por medios potenciales
idnicos excitatorios e inhibitorios, las neuronas inducen fluctuaciones temporales de calcio,
las cuales dependen de la entrada intracelular del ion a través de los canales ionotrépicos
de Ca%* vy la liberacion del mismo de compartimientos intracelulares. Esto produce un
aumento en los niveles de calcio (52), debido que una alta concentracion intracelular de
calcio es excitotdxica, las células poseen mecanismos que regulan su concentracién hasta
su estado de reposo, como proteinas quelantes de calcio, organelos de secuestro de Ca?*
en el reticulo endoplasmico y las mitocondrias, y las bombas de Ca?* impulsadas por ATP
y el intercambiador Na*/ Ca2*, sin embargo las proteinopatias causan un incremento crénico
del calcio intracelular y un fallo de las vias de senalizacion mediada por el ion como las
calmodulinas, sobrepasando los mecanismos de regulacion celular (52,56,57), este

fendmeno se conoce como desregulacién de la homeostasis del calcio.

En la EA los resultados indican que el AR puede unirse al transportador de glutamato GLT1
que controla la concentracion extracelular de este neurotransmisor, bloqueando e
incrementando su concentracién extracelular. Este péptido también puede asociarse con
los receptores NMDA activados por glutamato, que permiten la entrada de calcio, lo que
incrementa la concentracion del glutamato, ademas del calcio intracelular. El exceso de
glutamato a su vez se une a los receptores NMDA, mGIuR1 y mGIuR5 (que inducen la
salida de Ca del reticulo endoplasmico al citoplasma) (51,55). Esto causa un exceso de
calcio intracelular, que deriva en activacion de quinasas dependientes de calcio que
hiperfosforilan a Tau, asi como pérdida del potencial de accion y activacion de vias
apoptéticas. Este fendmeno se conoce como excitotoxicidad por glutamato (51). En la EA
también se ha hallado una disminucién en la produccién del Acido gamma-aminobutirico
(GABA), el principal neurotransmisor inhibidor, y en la expresion de sus receptores,
causando degeneracion de los grupos neuronales GABAérgicos, desbalance entre la
excitacién/inhibicion neuronal y pérdida de la potenciacion a largo plazo (LTP) asociada con

la memoria y las sinapsis neuronales (52).
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1.4.6 Disfuncién colinérgica y EA

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor clave en las funciones cognitivas humanas,
implicado en la memoria y el aprendizaje. Su sintesis se produce a partir de la unién de
Acetil-Coa y colina mediado por la enzima ChAT, posteriormente la enzima acetiltransferasa
de colina transporta en vesiculas la ACh hasta la zona presinaptica para su uso como
neurotransmisor, el cual activa los receptores muscarinico y nicotinico. Para evitar el
sindrome colinérgico producido por un sobreestimulo de estos receptores en la zona
postsinaptica neuronal, existen proteinas como acetil y butirilcolinesterasa que degradan la
ACh en sus componentes primarios. Sin embargo, en la EA se evidencia una reduccién en
la produccion de acetilcolina y una pérdida de funcionalidad de las neuronas colinérgicas,

lo que se conoce como disfuncién colinérgica (29,44).

En estudios recientes se observd que la actividad del complejo colina acetiltransferasa
(ChAT) y piruvato deshidrogenasa (PDH), enzimas clave en la sintesis de ACh, estan
disminuidas, mientras que la acetilcolinesterasa (AChE) encargada de la degradacion de
ACh esta aumentada, lo que crea bajos niveles de ACh en el cerebro, afectando
principalmente el hipocampo. Otro hallazgo interesante en la EA es una disminucién de la
transmision colinérgica por alteraciones en el funcionamiento de los receptores
muscarinicos, principalmente el subtipo M1. También se ha observado un menor numero
de receptores nicotinicos, por los que el AB tiene una alta afinidad, uniéndose e impidiendo
la interaccion con su ligando, creando una disminucion funcional de estos receptores. Esto
hace que las neuronas colinérgicas sean el primer grupo neuronal en sufrir degeneracion,

amplificando la disfuncién neuronal (29, 33, 44,48).

1.4.7 Estrés oxidativo y EA

Como parte del metabolismo aerobio para la produccion de ATP en las células, las
mitocondrias usan oxigeno como aceptor final de electrones en la cadena transportadora
de electrones (CTE), debido a que el oxigeno es altamente electronegativo y necesita
captar 2 electrones para completar la ley del octeto, tiende a unirse a 4tomos cercanos y a
secuestrar electrones, lo que causa la formaciéon de especies reactivas de oxigeno EROs.
Otro elemento que comparte estas caracteristicas es el nitrégeno, formando las especies

reactivas del nitrégeno (ERN). Las EROs y ERNs se caracterizan por ser moléculas
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electrofilicas de bajo peso molecular con una alta reactividad en las cuales hay al menos
un electron desapareado, por lo que buscan obtener un electron de otras moléculas para
alcanzar su estabilidad electrénica (58). Endégenamente las ERO se producen por
procesos metabdlicos como la fosforilacion oxidativa en la mitocondria, en la cual el 1%-2%
de oxigeno usado se transforma en radicales libres y su funcion es la de moléculas
sefalizadoras de proceso de inflamacion, vasodilatacion y segundos mensajeros de la
sefializacion celular (58,59). Entre las ERO producidas, los mas prevalentes y toxicos son
el anion superodxido (O2), el radical hidroxilo (OH-), el perdxido de hidrogeno (H202), el 6xido
nitrico (NO-) y el peroxinitrito (ONOO) (60). Estos radicales libres también pueden adquirirse
por fuentes exdégenas en moléculas inorganicas como metales pesados, radiacién ionizante
y pesticidas, los cuales ingresan al cuerpo por medio de la respiracion, la ingesta o el
contacto cutaneo. Estas especies reactivas captan los electrones de moléculas
circundantes generando peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y del ADN,

pudiendo ocasionar la muerte celular (61).

Para combatir los efectos de las especies reactivas de oxigeno (ERO), nitrégeno (ERN) y
de metales pesados, las células tienen un sistema de respuesta antioxidante (62) que
produce moléculas antioxidantes nucleofilicas enddégenas con potencial redox como el
tripéptido glutation (GSH), que neutralizan las ERO y ERN. Asi mismo, el incremento de
especies reactivas activa las vias ARE/NRF2 que son factores de transcripcion para la
expresion de enzimas que transforman las ERO en moléculas de H20 como la Catalasa,
superoéxido dismutasa, Glutation peroxidasa (GPX), Tioredoxinas (TRX) y Peroxiredoxinas
(PRDX) (63). Este sistema mantiene la homeostasis entre moléculas prooxidantes y
antioxidantes dentro de la célula. Adicionalmente, el consumo de moléculas antioxidantes
como flavonoides o lipidos insaturados, facilitan el mantenimiento de un ambiente
antioxidante en la célula (50). El estrés oxidativo se define como la pérdida de la
homeostasis entre la produccién de agentes prooxidantes, principalmente EROs, la cual
aumenta y la capacidad de los sistemas antioxidantes celulares de regular la concentracion
de EROs y ERNSs, volviéndose ineficientes, o que genera un ambiente oxidante a nivel
celular que causa alteraciones en macromoléculas como lipidos, proteinas y nucledtidos
(49) (fig 6).

La Hipétesis del estrés oxidativo como mecanismo patoldgico en la EA ha cobrado fuerza

en los ultimos afos, pues existen multiples pruebas que asocian el aumento del estrés
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oxidativo y la neurodegeneracion en EA. La neuroinflamacion derivada de la proteinopatia
causa activacion glial, la cual produce ERO y especies reactivas del nitrogeno (ERN) como
mecanismo de respuesta (58,64), lo que activa la via de las JNK y las MAPK asociadas al
estrés y que aumentan la fosforilacién de Tau (58). Los estudios también han demostrado
que el AB 25-35 produce por si solo H2O2 y EROs (65) y ademas puede unirse a metales
pesados formando complejos con Cu'* o Fe?*, provocando EO al inducir la produccion de
radicales libres (42) que interactuan con moléculas biolégicas causando su oxidacion y
disfuncion. En los cerebros de pacientes con EA esto aumenta la peroxidacion de lipidos,
oxidacion de proteinas y ADN, mientras disminuye los acidos insaturados (55,61), lo que
tiene efectos citotdxicos, genotdxicos e inflamatorios al causar pérdida del potencial de
membrana mitocondrial (A¥m), la produccion de factores de dafo neuronal, la formacion
de mutaciones y la disfuncion proteica. El incremento del EO también se relaciona con una
disminucién de la eficiencia en la CTE, provocando la disminucién de la produccién de ATP
que motiva la activacion de vias apoptoticas (figura 6) (67,54), lo que demuestra el papel

protagonico de la hipotesis del EO en la fisiopatologia de la EA (65).
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Figura 6. Estrés oxidativo en la EA. (A) Activacion de la via ARE/NRF2 por ERO y ERN que desencadena
la expresion de elementos de respuesta antioxidante como GSH, SOD y Catalasa. (B) EO, exceso de EROs
y ERNs que sobrepasan la capacidad antioxidante de la célula, lo que desencadena procesos de muerte
neuronal. (C) Papel del factor de transcripcion NRF2 en el estrés oxidativo. (D) Papel de las moléculas
antioxidantes enddgenas en la transformacién de las especies reactivas de oxigeno a moléculas de agua.

Imagenes tomadas de ref: (62,63)

33



1.4.8 Disfuncién mitocondrial y EA

La mitocondria es una organela que se encarga de la generacién de energia en la célula,
mediante la produccion de ATP a través del proceso de la respiracion celular. Esto es
especialmente importante en el cerebro, que por su alto metabolismo energético consume
1/5 del oxigeno y la glucosa ingerida (66). El proceso de produccién de ATP en entornos
aerobios no fotosintéticos implica 3 vias metabdlicas: el catabolismo de macromoléculas,
como la glucdlisis, la B-oxidacion o el ciclo del acido citrico, la cadena transportadora de
electrones y la fosforilacién oxidativa (OXPHOS). La CTE esta ubicada en la membrana
interna mitocondrial y esta conformada por cuatro complejos enzimaticos (I, II, Il y IV), en
los cuales los complejos I, Il y IV operan como bombas de protones para los iones
obtenidos del donador de electrones NADH. Mientras que el complejo Il transfiere los
electrones captados de FADH2 a la ubiquinona, siendo la Ubiquinona y el citocromo C
transportadores de electrones entre los complejos. Posteriormente el complejo IV aparea
los 4 electrones del citocromo C con protones de hidrégeno y el aceptor de electrones
oxigeno para reducir el oxigeno molecular (O2) a agua (H20), evitando la formacion de ERO
y la presencia de electrones desapareados (67). Finalmente se da el proceso de OXPHOS
mediado por la ATP sintasa que transforma el gradiente de protones en trabajo mecanico,
funcionando como una turbina. La diferencia de concentracion de hidrogeniones entre los
compartimentos mitocondriales los obliga a pasar a través de esta enzima para llegar a la
matriz mitocondrial, esto genera un movimiento rotatorio en la proteina que le permite
obtener la energia necesaria para la sintesis de ATP, la moneda energética de la célula, a
partir de ADP y grupos fosfato (67,68). En el proceso de la CTE un 1%-2% del oxigeno es
apareado prematuramente con electrones antes de llegar al complejo IV, lo que forma
radicales libres como el Anién superdxido, por lo que la produccion de EROs se da de forma
constitutiva en el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial (Awm) para la
produccion de ATP. Sin embargo, en caso de que haya alteraciones en las moléculas
implicadas en la CTE causaria un aumento de la formacién de EROs por desacoplamiento

electronico prematuro, causando una disfuncién mitocondrial (68,69).

Investigaciones sobre la patogénesis de la EA encontraron que el AB y sus complejos con
metales ingresan a la mitocondria por el traslocador TOM y pueden interactuar con los
complejos I, Il y IV y V, inhibiendo la CTE (74) y generando un aumento en la produccion

de EROs (70,71), lo que aumenta el EO, genera disfunciéon mitocondrial, disminuye el Aym
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y altera la produccion de ATP (65,72), estos eventos producen la activaciéon de la via
intrinseca de la apoptosis (72). Asimismo, se ha postulado que dentro de la mitocondria el
APB se une a la enzima alcohol deshidrogenasa, inhibiendo la detoxificacion de aldehidos y
promoviendo un ambiente oxidante (73). El aumento intracelular de calcio causado por la
interaccion de AR con receptores ionotropicos provoca un exceso de calcio en la matriz
mitocondrial que activa la proteina ciclofilina D CypD (75), la cual crea poros de transiciéon
de permeabilidad mitocondrial (mPTP) (89) que causa la salida del Citocromo C, induciendo

muerte celular.

En respuesta a la disfuncidn mitocondrial, la célula activa la via de respuesta proteica
desplegada mitocondrial (UPR mt), mediada por los factores de transcripcion ATF5, SIRT3
y DAF-16 los cuales aumentan la expresidén de chaperonas y proteasas mitocondriales, asi
como de elementos de respuesta antioxidantes para restablecer la homeostasis
mitocondrial. En EA sin embargo la via UPR mt se activa persistentemente, lo que afecta la
proteostasis de las mitocondrias, activas vias apoptoticas y afecta la viabilidad neuronal
(76). También se ha hallado que la EA aumenta los procesos de fisién mitocondrial al
aumentar la expresion de DRP1 y asi mismo reduce la proteina de fusion MFN1, reduciendo
la biogénesis mitocondrial y exacerbando la disfuncion (77). Por lo que se puede concluir
que la disfuncion mitocondrial es uno de los principales mecanismos causales de la EA al
correlacionarse con otras vias patolégicas y causar en ultima instancia la pérdida de la

supervivencia neuronal (78).

1.4.9 Apoptosis y EA

Finalmente la neurodegeneracion es otro de los marcadores de este trastorno, la cual se
observa como atrofia cerebral y es causada por la muerte neuronal en las zonas corticales
y subcorticales, siendo la consecuencia de los demas procesos patolégicos como la
formacion de poros en la membrana celular por oligdmeros de AR, dafnos en el axon,
neuroinflamacion , oxidacion de macromoléculas, alteraciones en las vias transporte
neuronal, estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial e incremento intracelular del calcio, lo
que lleva a la activacion de vias apoptoéticas (28,33). La apoptosis es un tipo de muerte
celular programada genéticamente que permite la destruccion controlada de células que

presentan dafos irreparables, evitando la activacién de procesos inflamatorios.
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Este tipo de muerte celular se puede dividir en 2 tipos segun la clase de estimulo recibido.
En la apoptosis extrinseca la activacion de la via se da por la union de ligandos de muerte
a los de receptor TNF/Fast, los cuales liberan la proteasa FADD que escinde caspasa 8 y
10, las cuales pueden escindir las caspasas ejecutoras 3 y 7 para iniciar el proceso de
apoptosis. Adicionalmente casp8 puede truncar la proteina BID, tBID induce permeabilidad
mitocondrial al formar poros y activar BAX y BAK, lo que indica la via intrinseca o
mitocondrial. En esta via juegan un rol importante las proteinas de la familia BCL-2, las
proteinas BCL-2 BCL-XL son antiapoptéticas y estan unidas en la membrana mitocondrial
externa a las proteinas proapoptéticas BAX y BAD, esta unién se mantiene mientras haya
ATP, cuando hay una disfuncién en la mitocondria disminuye su produccion, lo que causa
la separacion del complejo, permitiendo a BAX y BAD formar poros mitocondriales que
permiten la salida del citocromo c, el cual forma un complejo con el factor activador de
proteasa (Apaf-1) llamado apoptosoma, escindiendo la procaspasa 9 a caspasa 9, la cual
activa las caspasas ejecutoras 3 y 7 que son aspartil proteasas por medio de su fision.
Estas enzimas tienen funcion nucleasa, condensando la cromatina, fraccionando el ADN e

induciendo la formacién de cuerpos apoptéticos. (79,80) (fig. 7)

Estudios recientes han demostrado que el incremento del estrés oxidativo genera la
oxidacion de chaperonas sensoras de ERO como DJ-1 o PARKY, la disminucion de la
produccion de ATP, y el aumento de la disfuncién y fisibn mitocondrial, estos procesos
pueden activar vias apoptoticas como la via intrinseca Bax/Bcl-2 con la salida del citocromo
c al citoplasma o la via extrinseca de la JNK, activando la expresion de factores de
transcripcion como p53 y la cascada de caspasas, finalizando en la apoptosis neuronal (fig
7) (64,41,81), esto ha permitido proponer un posible mecanismo de sefalizacién inducido
por el BA2s.35 el cual solo o en unién con Fe?* causa disfunciones en la CTE causando un
aumento en la produccion de H202 (95), el cual activa vias de sefalizacion proapoptoticas
como ASK-1, JNK, c-JUN, P53 y PUMA, las cuales inducen la activacién de la via intrinseca
de la apoptosis y la escision de caspasas ejecutoras como CASP3, produciendo una muerte

celular apoptotica(80,81).
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Figura 7. Vias de sefalizacion que desencadenan la apoptosis en la EA. Se observa el papel clave del
AB en la formacion de H202, y como el estrés oxidativo activa vias apoptoticas que aumentan la expresion de

factores de transcripcion como c-Jun y P53 que finalmente derivan en apoptosis. Imagen tomada de ref (81).

1.5. Factores de riesgo y ambientales en la EA

Se han encontrado diferentes factores que estan relacionados con el incremento de la
prevalencia de la EAE de inicio tardio, cuya etiologia es multifactorial (fig 8). Entre los
factores de riesgo intrinsecos, el mas relevante es la edad, duplicandose la prevalencia
cada cinco afios a partir de los 65 afos (7). Otros grupos poblacionales con mayor riesgo
son las mujeres (13,15), los hispanos y los afroamericanos, (83). En algunos estudios se
ha descrito la influencia de condicionantes sociales como bajo nivel educativo, pocas
actividades sociales y poca actividad fisica (84, 85, 86), con un incremento en la incidencia,
lo cual esta asociado a una reserva cognitiva disminuida. También se hallé una relacién
entre el desarrollo del trastorno y la obesidad, el insomnio, la diabetes tipo 2, la hipertensién,
las enfermedades cardiovasculares, el consumo de cigarrillo (15,83,85), el dafo cerebral
traumatico (85,86), el consumo de alcohol, de alimentos ricos en colesterol o de acidos
grasos saturados (83-87), los cuales estan relacionados con neuroinflamacién de bajo
grado, disminucion en el aclaramiento del AR por medio de las vias linfaticas, dafios en la
barrera hematoencefalica, e incremento de ERO , lo que aumenta la hiperfosforilacién de
Tau y la acumulacion del AB. Otro factor asociado al aumento de la incidencia es la
infeccion con microorganismos que infectan el SNC, como los virus de la familia

Herpesviridae, o las bacterias Chlamydia pneumoniae y Porphyromonas gingivalis (88), los
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cuales aumentan la permeabilidad de la BHE, la produccion de ERO y AB en el SNC, como

mecanismo de defensa a la infeccion, lo que incrementa la formacion de PS.

También existe una relacidn entre la exposicidn a factores ambientales como metales
pesados y contaminacion ambiental de | os gases con el desarrollo de la variante
esporadica de esta enfermedad (89,90). Los metales pesados como el aluminio, arsénico,
cadmio, plomo y mercurio, inducen procesos de oxidacion, causan desregulacion de la
homeostasis del calcio, incrementan la muerte neuronal y potencian la agregacion de AB y
la fosforilacion de Tau, aumentando la formacion de PS y NFT (86, 89), mientras que la
exposicion a polucién ambiental con altas concentraciones de material particulado PM 2.5
o pesticidas (90) conducen a la susceptibilidad a la EA a través de mecanismos

epigenéticos, neuroinflamacion y aumento del estrés oxidativo (86,32).
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1.6. Factores genéticos

1.6.1. Genes causales de EAF. APP, PSEN1 y PSEN1

Menos del 5% de los casos de EA tienen un origen genético (EAF) (24) causado por
mutaciones, indels o duplicaciones en la proteina precursora amiloide (APP MIM #104760,
cromosoma 21, 68 mutaciones), presenilina 1(36) (PSEN1, MIM #104311, cromosoma 14,
323 mutaciones), o en la presenilina 2 (PSEN2, MIM #600759, cromosoma 1, 64
mutaciones). Usualmente los sintomas clinicos se manifiestan entre la 3ra y la 6ta década
de vida, (91) (fig 9) por lo que se puede clasificar como EA presenil (EOAD) y se caracteriza
neuropatolégicamente por el incremento en la producciéon de AP, al favorecerse la via
amiloidogénica que acelera la acumulacion peptidica de Ap40, AB42 y AB43 (31,39). Esto
causa la formacién de oligémeros intracelulares de AB y su aglomeracion en depdsitos de
placas seniles en todo el cerebro en edades tempranas (37,55), lo que tiene como
consecuencia el incremento del estrés oxidativo, la neuroinflamacién, la produccién de

ovillos neurofibrilares y la muerte neuronal (29).

El gen APP codifica la proteina precursora amiloide que es una proteina que al ser
escindida por la via amiloidogénica, produce el AB, mientras que los genes de PSEN1Y
PSEN2 codifican aspartil-proteasas que son el sitio catalitico del complejo proteico de las
y-secretasa (39,93), las cuales cortan la APP produciendo el AB (92). Mas del 50% de los
casos de EAF a nivel mundial se da por mutaciones en el gen de PSEN1, el cual esta
ubicado en la regién 14p24.3, contiene 10 exones y codifica la proteina Presenilina 1 de
467 aminoacidos, que es el sitio activo de corte de la y-secretasa, la cual es un complejo
compuesto de 4 proteinas (nicastrina, Aph-1, PEN-2 y PSEN1) (92). En diversos estudios
se encontré6 que numerosas mutaciones en PSENT aumentan la proporcion del ratio
AB42/AB40, en estudios in vitro (98,100,101, 102) y en encéfalos post mortem (95),
mientras se incrementa la presencia de oligdmeros de AB en vesiculas intracelulares,

generando citotoxicidad.

Actualmente todas las mutaciones de EAF halladas en Colombia son autosémicas
dominantes en Presenilina 1 (PSEN1 lle143Thr . PSEN 1 Glu318Gly ,PSEN1 Pro117Ala,
PSENT1 lle416TThr y PSEN1 Glu280Ala (E280A)) (25) , de éstas la E280A es la causa mas
frecuente y se da por una mutacion de acido glutamico a alanina en el exén 8, codén 280
del gen PSEN1 (26). En investigaciones con pacientes E280A se ha encontrado un
aumento de AB-42 en LCR y de la formacién de placa senil con amiloyd PET en jévenes

portadores de la mutacion, en contraste con los no portadores. Asi mismo en poblacion
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infantil con E280A, los niveles de AB42 en plasma y los ratios AB42 /AB40 fueron elevados
en contraste con no portadores (94,96). Un estudio en modelos neuronales colinérgicos in
vitro mostré un aumento en la acumulacion intraneuronal de fragmentos sAPPJ,
hiperfosforilacion de tau, aumento de ERO, disfuncién mitocondrial, desregulacion de
Calcio e incremento de la apoptosis (97,98). Estos hallazgos sugieren que las mutaciones
en el gen PSEN1 incrementan los depésitos del péptido AB, favorecen la formacién de
ApB42, incrementan el estrés oxidativo, causan desregulaciones metabdlicas en las
neuronas y muerte neuronal, siendo estos los eventos desencadenantes de la

neurodegeneracion en los pacientes.

1.6.2. Genes de Riesgo APOE

En el caso de la EAE también se han reportado diversos genes que son factores genéticos
de riesgo para su desarrollo, el principal factor de riesgo es el alelo e4 de Apolipoproteina
E (APOE), esta proteina esta encargada, con otras Apolipoproteinas del transporte del
colesterol y vitaminas liposolubles a través del torrente sanguineo. A nivel cerebral APOE
es secretada por astrocitos y microglia, y en las neuronas su interaccion con el receptor de
APOE permite la entrada y catabolismo del colesterol y acidos poliinsaturados para el
mantenimiento de las membranas neuronales y de los procesos de sefalizaciéon durante
las sinapsis (99), sin embargo la presencia del alelo e4 aumenta 3,6 veces la probabilidad
de desarrollar el trastorno en su forma heterocigota y 14,5 veces si se presenta de manera
homocigota, asociandose también a una menor edad de inicio del DCL, mientras que el
alelo e2 es neuroprotector (100).

A pesar de la fuerte asociacion estadistica y biolégica entre APOE4 y el desarrollo de EA,
el mecanismo por el cual ocurre esto aun no ha sido completamente establecido. En las
investigaciones realizadas sobre el papel de e4 y la patogénesis en EA, se descubrié que
este alelo incrementa la agregacion de A, la formacion de placas seniles compactas y la
reactividad de la glia, mientras reduce la degradacion del AB, el mantenimiento de las
sinapsis, el transporte de lipidos, el metabolismo de la glucosa, la funcién mitocondrial y la

integridad vascular (86,102).

Ademas de este gen, la mejora reciente en la tecnologia de secuenciacién de ADN ha
permitido hallar otros genes relacionados con el desarrollo de EAE en grandes grupos
poblacionales. Estos genes candidatos asociados a la EA por GWAS (61), suelen estar

implicados en el metabolismo del colesterol, respuesta inmune y la endocitosis (61, 92, 101)
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de los genes de riesgo asociados a vias inmunoldgicas esta El receptor desencadenante
expresado en células mieloides 2 (TREM2), el cual esta presente en células inmunes como
la microglia, macrofagos y los astrocitos (104) y el cual esta implicado en poseer actividad
antiinflamatoria. Mutaciones en este gen se han asociado con mayor riesgo de EA (105),

mientras que niveles altos de esta proteina se asocian a neuroproteccion (104,105).

Otro gen relacionado con el sistema inmune que aumenta la probabilidad de EA es el el
gen de la lectina 3 similar a la inmunoglobulina que se une al acido sialico (CD33). Este
produce una proteina de células inmunes relacionada con inmunomodulacién, y en estudios
previos se ha reportado que mutaciones o deleciones de este gen incrementa la microgliosis
y el riesgo de EA (106). Entre los genes relacionados con la endocitosis el mas relevante
es el gen de la fosfolipasa D3 (PLD3), una proteina relacionada con la regulacién en el
sistema lisosomal, que en caso de mutaciones deriva en una falla de la degradacion del AR
(92,101-103) (fig 9).
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Figura 9. Genes de riesgo para el desarrollo de la EA. (A) Factores causales y de riesgo genético para el

desarrollo de EA clasificados por frecuencia poblacional y participaciéon en el desarrollo de la enfermedad.
Tomada de ref: (61)
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1.7. Caracteristicas clinicas de la EA

La enfermedad de Alzheimer se puede dividir en 4 etapas dependiendo de la atrofia y
pérdida de sinapsis neuronales: la fase preclinica, el deterioro cognitivo leve, la demencia
moderada y la demencia severa (108, 109, 110). Los primeros estadios de la
neurodegeneracion empiezan en la corteza entorrinal, en la zona C1 (72) con la
acumulacion de AR y Tau, pero sin sintomas clinicos (109,110). Esta etapa puede empezar
hasta 20 afnos antes del desarrollo de sintomas (108,111), posteriormente se da el aumento
gradual de PS y NFT y la neurodegeneracion se difunde a las células piramidales del
hipocampo (112), por lo que la primera manifestacién clinica es la disminucion de la

memoria a corto plazo (fig 10) (12,113).

A medida que la destruccion neuronal avanza a otras areas cerebrales de forma cortical,
se presenta un deterioro cognitivo marcado con pérdida grave de la memoria, confusion,
juicio pobre, alteraciones del lenguaje, agitacion, desorientacion y alucinaciones (113-114).
En la etapa final de la enfermedad, la atrofia se ha extendido a otras zonas cerebrales como
el 16bulo frontal y occipital del paciente, perdiendo las funciones operativas y cognitivas,
derivando a largo plazo en el fallecimiento del individuo (108,109). ElI promedio de
supervivencia desde la presentacion de los sintomas oscila entre 3 y 10 afios, con una
media de 7 afios (115,111).
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Figura 10. Las manifestaciones clinicas y su correlacion con los estadios neuropatolégicos de la EA.
(A) Correlacion entre estadios de Brack, manifestaciones sintomaticas y signos histopatologicos. (B)

Hallazgos neuropatoldgicos clasicos de la EA. Imagen tomada de ref (110,111).
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1.8. Diagnéstico de la EA

El diagnostico de la EA se realiza por evaluaciones neuroldgicas (110). Los test
neurolégicos mas usados para detectar el deterioro cognitivo y evaluar la progresion de las
demencias son el mini mental State Examination o MMSE, el Mini-cog, el CERAD y el MoCA
(fig 11) (116,117), los cuales evaluan la memoria operativa, atencién, abstraccion,
orientacién espaciotemporal y capacidad para entender y seguir instrucciones (1,116).
Adicionalmente en los ultimos anos se han desarrollado biomarcadores que aunque no
permiten diagnosticar el trastorno, ayudan a predecir el desarrollo futuro de la enfermedad.
Los biomarcadores de imagenes mas usados son la resonancia magnética nuclear (RMN),
que evalua la atrofia cerebral, y la tomografia por emision de positrones para AR (Amyloid
PET)y Tau (Tau PET), que permiten ver la acumulacién cortical de AB y Tau en el cerebro
respectivamente (117,109,118).

Los marcadores bioquimicos permiten cuantificar biomarcadores como APP 669-711,
AB40, AB42, Tau total, y Tau fosforilada (119) en fluidos corporales como LCR, sangre y
plasmas. Estos marcadores son altamente sensibles y especificos (mas de 80%)(116,119)
en la prediccion del desarrollo de EA (fig 11). También existen pruebas genéticas para
detectar mutaciones asociadas con EAF como PSEN1. Actualmente el gold standard para
diagndstico de EA son las técnicas histoldgicas en tejido cerebral postmortem, con tinciones
especiales, inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para AB y Tau, que evidencien los
cambios neuropatoldgicos tipicos de EA (32) como placas amiloides, ovillos neurofibrilares,
astrogliosis, activacién microglial, distrofia neuronal, cuerpos de hirano, angiopatia cerebral

amiloide y pérdida neuronal (5).
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CAPITULO II: MODELOS Y NEUROTOXINAS PARA EL ESTUDIO DE LA EA

2. Modelos de estudio

Para poder comprender y evaluar la etiologia de la EA, el curso de la enfermedad, los
mecanismos fisiopatolégicos de la neurodegeneracion, y ensayar posibles estrategias
terapéuticas, se han desarrollado modelos in vitro e in vivo que incluyen: Modelos celulares
in vitro (120) con la mutacion o caracteristica de interés, estos pueden ser de 4 tipos, lineas
celulares inmortalizadas, cultivos primarios de neuronas, astrocitos y microglia, células
madre pluripotentes inducidas (IPSc) y células mesenquimales estromales (CME)
transdiferenciadas (121). También se han desarrollado modelos in vivo (122) de animales
invertebrados, zebrafish y mamiferos genéticamente modificados. Con los avances
tecnoldgicos también se han creado modelos computacionales o in silico, los cuales por
medio de machine learning permiten predecir el desarrollo de la enfermedad y la interaccion

topoldgica de posibles farmacos con el ligando de interés como el Ap (123).

2.1. Modelos in vitro

Los modelos in vitro son una herramienta fundamental para el estudio de las enfermedades
neurodegenerativas, al permitir dilucidar los procesos moleculares involucrados en la
etiologia, identificar los eventos claves en la patogenia y evaluar el efecto bioquimico de
posibles farmacos. Entre los modelos in vitro se encuentran: cultivos primarios derivados
de tejido cerebral post mortem de pacientes, lineas celulares inmortalizadas, IPSc y CME
transdiferenciadas a neuronas (121,98) (Figura 12). Estas ultimas son obtenidas de cordén
umbilical o sangre menstrual y sus principales ventajas son su facil obtencion y su
diferenciacion a multiples linajes como astrocitos, neuronas o microglia que poseen

caracteristicas citogenéticas iguales entre ellas y a las del paciente (124).

Todos estos modelos en el caso de la EAF pueden ser derivadas de pacientes con la
enfermedad o ser genéticamente modificadas con técnicas como CRISPR/CAS9 para
introducir la mutacion de interés o para crear lineas isogeénicas, esto permite comparar los
aspectos bioquimicos, celulares y moleculares entre células con mutaciones para EAF y las
células WT (125). En diversas investigaciones se ha confirmado mayor produccién de AR,

pérdida del AWYm, y un aumento del ratio de AB40/AB42, del EO, de la concentraciéon
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intracelular de calcio y de los factores de transcripcion relacionados con vias apoptéticas

como -Jun, NF-kB, p53 y Par4. En los modelos celulares con mutaciones de EAF (97,98).

Estos modelos también se usan para entender la EAE, al posibilitar la replicacion de los
hallazgos patoldgicos observados en la EA por medio de cambios en el ambiente celular,
lo que permite identificar factores de riesgo, evaluar farmacos, y determinar los eventos que
desencadenan la variable estudiada, como por ejemplo, la adicion de AB en el medio
extracelular se usa para analizar el efecto de la amiloidosis y sus consecuencias (126) , el
tratamiento con acido okadaico o hipotermia se utiliza para evaluar el efecto de las taupatias
(126), la adicion de peroxido de hidrogeno permite el estudio de las consecuencias del
estrés oxidativo, y la adicion de glutamato en el sobrenadante permite investigar los

mecanismos de dafo de la excitotoxicidad (127).

Adicionalmente, con el fin de estudiar de forma controlada la patologia de la enfermedad
en modelos mas aproximados a los tejidos de los pacientes, en los cuales interactuan
multiples tipos celulares por medio de redes de comunicacion y retroalimentacion de
estimulos (como la microglia que produce factores inflamatorios que agravan las
alteraciones neuronales), se han desarrollado nuevos modelos mas complejos, como los
cultivos 3D y organoides derivados de CME o IPSc (254,100) (fig 12), que replican de forma
mas precisa los eventos observados en la enfermedad, por la formacién de las redes
neuronales y las interacciones entre varias lineas celulares cerebrales como neuronas,
astrocitos y microglia, adicionalmente en el caso de organoides, permite el estudio de
alteraciones que no era posible analizar en modelos in vitro (254,255), como el estudio de
la barrera hematoencefalica y la acumulacion de AB en los vasos sanguineos (130,131),
otorgando resultados mas realistas tanto en la etiologia como en la evaluacién de farmacos,

lo que facilita el desarrollo de la medicina de precision en estos pacientes.

2.2. Modelos in vivo

Debido a que en los modelos in vitro no es posible estudiar todos los aspectos cognitivos,
morfologicos y fisiopatoldgicos de la enfermedad, es necesario el uso de modelos in vivo
que permitan el analisis de los factores de riesgo, efecto farmacoldgico, los cambios
neuroldgicos, fisioneuropatoldgicos e histolégicos durante la evolucién de la enfermedad

(133). Los modelos animales mas usados en el estudio de EA han sido genéticamente
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modificados para imitar los genes relacionados con la EAF. Los organismos mas usados
para el estudio de la EA son los modelos invertebrados y los murinos. Los modelos
invertebrados se han usado en la investigacion de EA por su facil mantenimiento, la
posibilidad de analizar los cambios patolégicos en un sistema nervioso complejo y la
observacién de la neurodegeneracion en partes de cuerpo del organismo sin matarlo, los

organismos mas usados son Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster.

El primero es modificado genéticamente al introducir los genes de la 3 secretasas y AB42,
y se usa para investigar las alteraciones en microtubulos, la formacion de AB y la funcién
de las Presenilinas en estos procesos. En este modelo se ha observado que la formacién
de acumulos de AB de estructura fibrilar causa degeneracién neuronal, otro resultado
notable es la paralisis gradual del organismo por alteraciones en PTL-1 (homdlogo de Tau)
(134). Por otro lado, los modelos de D. melanogaster se usan para estudiar la patologia de
la EA relacionada con el exceso de produccién de Tau y AB42, por medio del uso de
especimenes con sobreexpresion de APP o con modelos triple transgénicos para APP, [3-
secretasa humana, y presenilina y secretasa de Drosophila (dPsn). Algunos estudios han
evidenciado elevacion de Ap40 y AB42, formacion de placas amiloides y degeneracion
retinal asociada a la neurodegeneracion cerebral, que mejora con inhibidores dela Byy

secretasas (135).

Finalmente, los modelos mas usados son los modelos murinos transgénicos, de los cuales
cerca de 200 han sido desarrollados para investigar la EA, basados en las mutaciones de
EAF, Tau, y los factores de riesgo genético para EAE (136-138). Su uso ha permitido
analizar la aglomeracién de AB, la formacién de PS, la pérdida neuronal, la pérdida
sinaptica, la astrogliosis y microgliosis, la neuroinflamacién, los cambios en el LTP y el
deterioro cognitivo causado por la enfermedad (137), ademas de ser usados en estudios
preclinicos para evaluar los efectos farmacoldgicos de nuevas moléculas terapéuticas. En
trabajos realizados en estos modelos transgénicos para EAF se ha observado el aumento
de la formacion de placa A, hiperfosforilacién de Tau por interaccion con el AB, incremento
de citoquinas, microgliosis asociada a taupatias, disminucién de espinas dendriticas tipo
hongo, citotoxicidad por acumulacion de oligébmeros intracelulares de AR, disminucién del
LTP, aumento intracelular de calcio y alteraciones comportamentales como amnesia y falta
de socializacién (136-138), por lo que se puede concluir que todos estos modelos son utiles

para investigar los mecanismos patolégicos de la enfermedad.
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Figura 12. Modelos de investigacion en EA. (A) Comparacién entre modelos in vitro e in vivo. (B) modelos
in vitro.tomado de ref ( 120,132).

2.3 Modelos quimicos

Debido a su facilidad de uso, su bajo precio y a la posibilidad de simular factores
ambientales o vias patolégicas que se relacionan con el desarrollo de EA, los modelos
quimicos han sido una de las plataformas mas populares para el estudio de enfermedades
neurodegenerativas. Se han estudiado varios productos quimicos para desarrollar modelos
inductores de EA In vitro e in vivo que repliquen los mecanismos de accién de este trastorno
(140).

Algunos de estos quimicos son los metales pesados que simulan el EO, la escopolamina
que causa disfuncion colinérgica y activaciéon de quinasas, el etanol y el H2O2 que aumentan
la formacién de EROs , la colchicina y el acido okadaico que causan dafio microtubular e
inducen hiperfosforilacion de Tau, la estreptozotocina que produce disfuncion sinaptica y
un aumento intracelular de Ca?*, el lipopolisacarido que incrementa la produccion de
Citoquinas proinflamatorias y causa activacion glial (139), uno de los mas interesantes en
la actualidad es la rotenona, un pesticida inductor de disfuncién mitocondrial usado como
modelo de estudio para enfermedad de parkinson en el que se ha descubierto que también

tiene réplica varias vias patolégicas en EA en el hipocampo (140).
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2.4. La Rotenona, neurotoxina modelo de la EA

La rotenona es un compuesto quimico producido por las raices y rizomas de las plantas
leguminosas de la familia Fabaceae, principalmente los géneros Tephrosia, Lonchocarpus
y Derris como mecanismo de proteccion contra la ingesta por insectos y cuyo nombre
quimico es (2R,6aS,12aS)-1,2,6,6a,12,12a-hexahydro-2-isopropenyl-8,9-dimethoxychro-
meno(3,4-b]furo(2,3-h)chromen-6-one) (141). Desde tiempos remotos se ha usado como
insecticida natural en cultivos y como método de pesca por envenenamiento. En el siglo XX
se sintetizd la molécula y fue usado asiduamente como pesticida hasta su reciente

prohibicion y clasificacion como toxico medioambiental (142).

El mecanismo de accion de este compuesto se debe a que es un inhibidor del complejo |
de la cadena de transporte de electrones de la mitocondria (NADH ubiquinona -
deshidrogenasa), en la CTE los electrones suministrados por el aceptor NADH son
recibidos en el complejo | por un flavin mononucleétido (FMN) y son transportados por los
grupos Fe-S hasta el grupo Fe-S N2, tiene el potencial redox mas alto, y por lo tanto, se
considera que es el grupo final de hierro y azufre el cual los traslada al bolsillo de unién a
quinona, formado en la interfaz de las subunidades (PSST) que es quien trasloca los
electrones al transportador ubiquinona. La rotenona bloquea la transferencia electronica
entre el grupo N2 y el PSST (143), impidiendo el funcionamiento de la CTE, esto genera un
desacoplamiento de electrones antes de su union a moléculas de Oxigeno e Hidrogeno
para la formacion de agua, lo que genera un incremento en la produccion de EROs, asi
como la disminucion de la produccion de ATP lo que desencadena disfuncién mitocondrial
(146) .

El uso de la rotenona como modelo para el estudio de la enfermedad de parkinson (EP) ha
sido ampliamente investigado al haber una asociacion causal entre el uso del pesticida y
el desarrollo de EP (146), asi mismo esta molécula ha podido replicar in vitro e in vivo los
mecanismos de este transtorno (147,148), como la alfa-sinucleinopatia, la disfuncién
dopaminergica y mitocondrial, el EO y la muerte de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra y el locus coeruleus (146) . Sin embargo, en afos recientes también se ha
descubierto que la rotenona también induce la activacion de la mayoria de las vias
patogénicas de la EA (fig 13), como la acumulacion y agregacion del AB, la muerte neuronal
(151), y la hiperfosforilaciéon de Tau en células cultivadas de hipocampo de ratas de Lewis

(140,148), en modelos murinos también se hall6 que la rotenona produce
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neurodegeneracion y activacion glial en el hipocampo (149), asi como disfuncion colinérgica
(150) sin embargo no hay modelos in vitro de cultivos neuronales colinérgicos humanos que
utilicen la rotenona como plataforma de estudio para los mecanismos patolégicos en EA
(fig 13), por lo que sus mecanismos patolégicos en estas células aun es desconocido,
requiriendo mas investigacion sobre el uso de rotenona como posible modelo de

investigaciéon de mecanismos patoldgicos en EA.
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Figura 13. La rotenona como modelo de estudio de los mecanismos patolégicos en la EA. (A) Estructura
molecular de la rotenona. (B) Mecanismo de accion como inhibidor del complejo 1 mitocondrial. (C)

Mecanismos neuropatoldgicos de la rotenona en las neuronas. Tomada de ref (151).
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CAPITULO Ill: CELULAS MESENQUIMALES ESTROMALES (CME) COMO MODELO
DE LA EA

3.1. Definicion de CME

Las células mesenquimales estromales (CME) o células madre mesenquimales, son
células madre adultas, multipotentes, lo cual les confiere la capacidad de autorrenovarse y
de diferenciarse a multiples linajes de su capa germinal, y su funcién es la reposicion de las
células perdidas en el organismo, manteniendo la concentracion celular y fomentando la
reparacion de los tejidos (152). Los criterios minimos para que las células puedan
considerarse MSC establecidos por la ISCT (Sociedad Internacional de Terapia Celular y
Geénica) son: tener un fenotipo positivo en mas de un 95% para los marcadores celulares
CD105, CD73 y CD90, poseer una expresion de de menos del 2% de marcadores de linaje
diferenciado como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 o moléculas de superficie
del HLA clase 2, presentar adherencia al plastico en condiciones de cultivo y tener la
habilidad para diferenciarse a células de origen mesodérmico como osteoblastos,
adipocitos y condroblastos (fig 14)(153).
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Figura 14. Criterios de seleccion y usos en investigacion de las CME (A). Criterios minimos de
clasificacion de las CME por la ISCT. (B). Uso en investigacion de las CME en EA.tomado de referencia (154,
155, 158).

3.2. Fuentes de obtencion

En tejidos adultos las CME cumplen la funcién de formar el estroma, un tejido conectivo
sirve de estructura de soporte para las células funcionales de los tejidos. Estas pueden
hallarse en médula ésea, periostio, pulpa dental, musculo, tejido adiposo, cerebro y en
tejidos conectivos como el endometrio de la sangre menstrual. A nivel fetal pueden
obtenerse del compartimento perivascular (PVC), del liquido amnidtico o de la gelatina de
Wharton (o CME-WJ, tejido conectivo mucoso del cordon umbilical) y la placenta (fig 15)
(155-157). Las CME obtenidas de cordon umbilical presentan multiples ventajas en
comparacion con CME obtenidas de otros tejidos debido a su origen embrionario, poseen
gran potencial de diferenciacion y proliferacion in vitro e in vivo, un tiempo de duplicacién
mas corto, facil acceso para su recoleccion, ya que al ser un tejido descartable después del
nacimiento no plantea problemas legales o éticos. (155-156) Potentes efectos
inmunomoduladores, angiogénicos, y antiinflamatorios derivados de su secretoma, mayor
concentracion de CME en contraste con otros tejidos y, en el caso de enfermedades
neurodegenerativas tiene la ventaja de generar una mayor expresion de genes
neurotréficos (157), siendo un modelo celular ideal para el estudio de terapias
vanguardistas en alzheimer como el trasplante de CME, terapia génica con CRISPR CAS9
y estimulacion de la neurogénesis y la supervivencia neuronal con secretomas de CME. Asi
mismo, este modelo se ha usado asiduamente para el estudio de mecanismos patologicos,
medicina de precision y el disefio de farmacos en EA, al permitir una facil obtencién de

neuronas con el genotipo del paciente (158).

3.3. Caracteristicas bioldégicas y moleculares

Las CME secretan proteinas solubles que fungen como factores de crecimiento y
citoquinas, las cuales generan un microambiente local que favorece la angiogénesis, la
neurogénesis, la migracion celular, la inmunomodulacioén y la cicatrizacion (157). Ejemplos
de proteinas del secretoma de las CME son el factor 1 derivado de células del estroma
(SDF-1), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) , el factor 1 inducible por la
hipoxia (HIF-1), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento

de fibroblastos basico (bFGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
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prostaglandina 2 (PGE 2), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), factor
derivado de plaquetas (PDGF), factor derivado de células estromal-1 (SDF-1), proteina 6
del gen estimulado por TNF (TSG-6), asi como citocinas inmunomoduladoras (IDO, PGE 2
, interleucina-6 )(178,180). Estas moléculas activan vias de sefializacién antioxidantes y
neuroprotectoras como las vias Akt, ERK y p38 MAPK (159).

Las CME como parte de su proceso de comunicacion y sefalizacion producen vesiculas
extracelulares (VE), las cuales por su contenido explican parte de los efectos terapéuticos
de estas células, las VE son particulas encapsuladas en fragmentos de membranas
celulares que estan en el intersticio y pueden clasificarse segun su tamafo y composicion
en exosomas, que son pequefias vesiculas (30-120 nm) de origen endosomal, en
microvesiculas o microparticulas, con un volumen intermedio (100 nm-1 um), producido por
la evaginacion de la membrana plasmatica, y en cuerpos apoptéticos de tamafo mas
grande ( 1-5 um.) y producidas como parte de procesos apoptético (180). Las VE
transportan moléculas biolégicamente activas e informaciéon genética a otras células para
modificar su comportamiento. El contenido de éstas cambia dependiendo del
microambiente local, por lo que actualmente se investigan como biomarcadores de

multiples patologias (160).

Entre las moléculas transportadas en las VE se encuentran factores de transcripcion,
proteinas, mitocondrias, lipidos, DNA bicatenario, SI-ARN y Mi-ARN. Entre las moléculas
transportadas se encuentran quimiocinas y mi-RNA que regulan el ciclo celular (miR-191,
miR-222,) moléculas antiinflamatorias (miR-204-5p)), pro-angiogénicas (miR -222 y miR-
21) y pro migratorias (miR-21 y let-7a) (159,160). Investigaciones recientes hallaron que la
administracion de VE de CME tuvo efectos antiinflamatorios, anti apoptéticos, angiogénicos
e inmunomoduladores en estudios in vitro e in vivo, reduciendo la muerte celular en células
del SNC, y mejorando la cognicién y locomocién, lo que hace del uso de VE obtenidas de

CME una terapia promisoria para enfermedades neurodegenerativas (157,159).

Estas células también pueden impulsar el rescate de muerte celular (RCD), promoviendo
la supervivencia celular de células lesionadas o que inician procesos de muerte celular. En
los mecanismos de rescate contacto célula a célula se requiere un contacto intercelular,
para la transferencia de organelas y iones. La transferencia de organelas como las
mitocondrias por tuneles de nanotubos facilita el rescate de la respiracion aerdbica,
mejorando la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo. Asi mismo la red de conexinas

permite la transferencia de calcio entre células, disminuyendo la excitotoxicidad celular.
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Entre las estrategias de RCD a larga distancia esta la produccién de Factores paracrinos
neurotroficos (BDNF) e inmunomoduladores (II-6, IL-10) los cuales disminuyen la activacion

de vias apoptoticas e inflamatorias (178-180).
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Figura 15. Fuentes de obtencién y alternativas terapéuticas derivadas de las CME. (A) Fuentes de
obtencion de las CME vy los efectos de sus secretos en enfermedades neurodegenerativas. Tomado de ref
(157)

3.4. Mecanismos de transdiferenciacion de las CME en neuronas

La transdiferenciacién consiste en la transformacion de una célula madre a una diferenciada
de un linaje diferente al de su linea germinal o de origen (v.gr. células mesenquimales de
origen mesodermo pueden transdiferenciarse en neuronas que son de origen de la capa
embrionaria del ectodermo). Este proceso implica una reprogramacién que varia el
comportamiento de la expresién génica de estas células. Este proceso esta regulado por
los factores de transcripcidn, proteinas que incrementan la transcripcion (FT) de los genes
al unirse a sus regiones promotoras. La expresion o incubacion de estos factores de

transcripcion en células somaticas puede modificar el linaje celular.

Las CME provienen del mesodermo y poseen la habilidad innata de diferenciarse en células
de esa linea terminal, como adipocitos, osteocitos, condrocitos y cardiomiocitos. Sin
embargo, por medio de induccién mediada por factores quimicos y biolégicos estas células
también pueden transdiferenciarse en células de otras capas germinales, como endodermo
y ectodermo, permitiendo la obtencién de lineas celulares como neuronas (152). Otro
proceso celular que puede ocurrir es el de reprogramacion de células diferenciadas a

células inmaduras o no diferenciadas o células madre. Un ejemplo de esto es la
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transformacion fibroblastos a células madre pluripotentes inducidas por la adicion de los FT
Nanog, Sox2 y Oct4, KlIf4, c-Myc (162).

Debido a la facilidad de obtencion y manejo de las CME y sus posibilidades como modelo
de estudio del envejecimiento y como posible alternativa terapéutica, desde el afio 2001
se han desarrollado diversos protocolos de transdiferenciacion de las CME a neuronas,
siendo el primer método la transdiferenciacion con B-mercaptoetanol, existiendo en la
actualidad diversas estrategias de transdiferenciacion con sustancias quimicas, factores
de crecimiento, cocultivos con células del linaje neural, transfeccion de genes, miRNAs,
diferenciacion inducida por células madre pluripotentes y la utilizacion de matrices
bioldgicas para su transdiferenciacion (154). El uso de medios suplementados con factores
de crecimiento es uno de los mas usados actualmente al producir una diferenciacion
eficiente demostrada por la expresion de los marcadores neuronales TUJ1 y B -tubulina Il
(124, 162), su uso replica la diferenciacion endégena en el organismo, las células obtenidas

poseen propiedades fenotipicas, fisioldgicas y de funcionalidad similares a las neuronas.

Entre los factores biologicos mas usados en los medios de transdiferenciacion se
encuentran el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Asi como moléculas reguladoras de la morfogénesis como el SHH
(Sonic Hedgehog), y compuestos promotores de la expresion de marcadores neurales
como el acido retindico y la heparina (124, 154, 162). El proceso de transdiferenciacion a
neuronas se puede dar de forma directa o en 2 pasos. En la conversion directa las CME se
incuban en medios con compuestos quimicos y biolégicos que varian su conformacion
segun el linaje neuronal de interés (diana, viviana, miguel.). , obteniéndose luego del tiempo
de incubacion (7-21 dias) células similares a neuronas, las cuales expresan marcadores

neuronales como NeuN, MAP 2, B-tubulina lll y Tuc-4 (tabla 1).

Dependiendo del medio de transdiferenciacion, las CME se de transdiferencian a linajes
diferentes, pudiendo expresar marcadores neuronales de tipo colinérgico como VAChT y
ChAT. (136), dopaminérgico como TH, o incluso marcadores astrociticos como GFAP (163),
o de otro tipo. En la transdiferenciacion indirecta, el primer paso consiste en la generacion
de neuroesferas conocidas como Células Precursoras Neuronales (NPC), las cuales sin
tripsinizadas para su transdiferenciacion en células similares a neuronas. Entre los
mecanismos bioquimicos que actualmente estan involucrados en inducir la
transdiferenciacion de las CME estan: la inhibicion de las vias de sefalizacién de

activina/nodal/TGF- B proteina morfogénica 6sea (BMP), el aumento de AMPc activando la
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via clasica de PKA, el silenciamiento de la via Notch/REST., la sefalizacién por MEK-ERK,

la regulaciéon negativa de factores de transcripcion homeobox como LMX1a (154,162).

Tabla 1. Principales métodos de transdiferenciacion a partir de CME. Informacién

modificada de referencia (154).

Origen de las

Porcentaje de

Técnica utilizada para demostrar la

por neuronas

de ratas

humano fetal

extraidas de los cerebros de

ratas Sprague-Dawley de

respectivamente.

Presencia de GluR6, GluR7 y KA2 por WB y
RT-PCR.

Referencia Inductor Pasos Tiempo Demostracion de funcionalidad
MSC diferenciacion informado diferenciacion
50% presentaban cambios
Preinduccion en medio morfologicos de naturaleza La morfologia neuronal se observo al
p- Médula 6sea . . X .
(Black et al., DMEM/SFB 20% y p -Me 1 neuronal(contraccion del microscopio. Aumento de la expresion de NF-
Mercaptoetan humana . 5 horas . . L No
2001) ’ dul mM durante 24 h. Induccion citoplasma, extension de M y NSE por RT-PCR.Inmunotincion para
o adulta
posterior con f -Me 10 mM. neuritas, ramificacion NSE.
secundaria).
Presencia de corriente de Na + y
Preinduccion en medio La morfologia neuronal se observo al
. . . corriente de K + post-tratamiento
p- , , DMEM/SFB 20%, B -Me mediante IF se hallo que el | microscopio. Expresion de Novo de Tau y NF-
Médula 6sea . demostrada por Patch-clamp.
(Hung et al., | Mercaptoetan 10-3MyRA 5 x 10-7M 98% de las células fueron H y aumento de la expresion de NSE y NeuN X
humana 5 horas Aumentar la concentracion de Ca
2002) ol y Acido por 24 h. Inducciéon positivas para NeuN y B - | por RT-PCR. Aumento de nestina, NSE, NeuN
adulta . . . 2+ intracelular cuando se le
Retinoico posterior por deplecion de tubulina ITI. y Tuj-1 después de la induccion por WB. .
desafia con glutamato o potasio
suero. Inmunotincién para NSE, NeuN y Tujl.
(K+).
= . . . La morfologia neuronal se observé bajo un
Tejido Preinduccion en medio
p- . 70% presentaban cambios microscopio. Aumento de la expresion de
(zok et al., adiposo de | DMEM/SFB 20% y 8 -Me 1 . i
Mercaptoetan 9 horas | morfologicos de naturaleza NSE, NeuN y nestina por RT-PCR. No
2002) humanos | mM durante 24 h. Induccion L
ol . neuronal. Inmunotincion para NSE. Aumento de NSE
adultos. posterior con f -Me 10 mM.
por WB.
Médula osea . La morfologia neuronal se observo bajo un
Preinduccion en medio . . ) .
p- de ratas 40% presentaban cambios microscopio. Aumento de la expresion de
(Khanabdali DMEMY/SFB 20% y p -Me 1 . .
Mercaptoetan Sprague 3 horas | morfologicos de naturaleza Map2, Nefl, Tau y Nestin por RT-PCR. No
etal., 2016) mM durante 24 h. Induccién
ol Dawley neuronal. Inmunotincion positiva para nestin, tujl, Nef'y
posterior con f -Me 10 mM.
adultas. Flk.
Médula 6sea
Preinduccion en medio . La morfologia neuronal se observo bajo un
. p- de ratas 70% presentaban cambios . X K
(Shietal., DMEM/SFB 20% y B -Me 1 X microscopio. Aumento de NSE y nestina y
Mercaptoetan Sprague 5horas | morfologicos de naturaleza No
2016) mM durante 24 h. Induccién disminucion de Notchl y Hesl por
ol Dawley neuronal.
posterior con f -Me 5 mM. inmunotincion WBI para NSE.
adultas
Isobutilmetilxa
Médula 6sea 25% presentaban cambios
(Denget al., | ntinay AMP Induccion con IBMX 0,5 . La morfologia neuronal se observo bajo un
. humana 6 dias morfologicos de naturaleza X . No
2001) ciclico mM/dbcAMP 1 mM. microscopio.Aumento de NSE por WB.
adulta neuronal.
dibutirilo
= X Presencia de corrientes externas
Tejido Induccién con 5 g/ml de
IBMX, 25% presentaban cambios La morfologia neuronal se observé bajo un dependientes de voltaje y
(Ashjian et adiposo de insulina, 200 M de
indometacina e . . . . 14 dias | morfolégicos de naturaleza | microscopio. Aumentar NSE y trk-A por WB. corrientes K + rectificadoras
al., 2003) o humanos indometacina e isobutil L
insulina. X . neuronal. Inmunotincion para NSE, trk-A y NeuN tardias demostradas por Patch-
adultos. metilxantina 0,5 mM.
clamp.
Preinduccion con 25 ng/ml
de bFGF y EGF durante 2 La morfologia neuronal se observo bajo un
X Médula 6sea 70% poseian cambios X X
(Alexania et dias. i microscopio. Aumento de la expresion de
SazadC y TSA de raton . 2 dias morfolégicos de naturaleza . No
al., 2007) Induccion posterior con 1 Sox2 por RT-PCR. Inmunotincion para Tujl y
Balb/c neuronal
mM de 5azadC y 40 nM de GFAP.
TSA.
Cordon
50% poseian cambios La morfologia neuronal se observé bajo un
(Goodwin et umbilical y Induccion con 20 ng/ml . . R o K
bFGF y EGF. 7 dias morfologicos de naturaleza microscopio. Inmunotincion para Tujl y No
al., 2001) médula 6sea bFGF y 20 ng/hEGF.
neuronal. GFAP y por WB.
humana.
Cocultivo en Las MSC se cultivaron en La morfologia neuronal se observo bajo un
X X Se hallé por IF que el 87,4% X . e Generacién de corrientes de
medio Cordon un medio DMEM microscopio. Inmunotincion para NeuN, NF,
(Fuetal., y el 58,2% de las células eran entrada en respuesta a un bafo de
condicionado umbilical condicionado por neuronas | 12 dias GFAP, 0X42, parvalbtimina y calbindina.
2004) positivas para NF y NeuN, glutamato 1 mM demostrado por

Patch-clamp.
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Sprague-
Dawley.

siete dias.

Cultivo en
medio

condicionado

Las MSC se cultivaron en
un medio DMEM

condicionado por neuronas

cordon extraidas de los cerebros de E187,4% y el 58,2% de las La morfologia neuronal se observé bajo un
(Fuetal, | porneuronas . . . . Liberacion de dopamina al medio
umbilical ratas Sprague-Dawley de 6 dias | células eran positivas para NF | microscopio. Inmunotincion para TH y GAD.
2006) de rata . . . demostrada por HPLC.
S humano siete dias nacidas durante 9 y NeuN, respectivamente. Presencia de TH por WB.
rague-
prag dias. Posteriormente, se
Dawley, Shh y .
afiadieron Shh 500 ng/ml y
FGF8
FGF8 100 ng/ml.
. CMM vy células de Schwann
. Cocultivo con | Médula 6sea i o 60%, 52% y 34% presentaron |  La morfologia neuronal se observé bajo un
(Zurita et extraidas del nervio ciatico 2 L . .
células de de rata Wistar . positividad para NSE, NF- | microscopio.Inmunotincion para nestina, NF- No
al., 2005) de ratas Wistar adultas se co | semanas
Schwann adulta. X 200 y Tujl, respectivamente 200 y Tujl.
cultivaron.
CMM vy células de Schwann
Se hallé por IF que el 48,2%,
extraidas del nervio ciatico La morfologia neuronal se observo bajo un
. Cocultivo con | La médula X 46,2% y 27,4% de las células X X
(Zurita et de ratas Wistar adultas se co 2 . microscopio.Inmunotincion para nestina, NF-
células de Osea de rata eran positivas para NF-200, No
al., 2007) . cultivaron en placas de semanas . 200, Tujl y GFAP. Mayor expresion de
Schwann Wistar adulta. Tujl y GFAP,
cultivo transwell con i nestina, Tujl y GFAP por RT-PCR
. respectivamente.
membrana de policarbonato.
Los vectores de ARN IP se
Shh, FGF8 y transfectaron contra REST Se hallé por IF una N . Presencia de descargas
Médula o6sea . La morfologia neuronal se observé bajo un .
(Trzaska et bFGF en en CMM antes de la Positividad para NeuN Y TH X . espontaneas y corrientes
de humanos | 12 dias microscopio.Aumento de TH, NaV11, NeuN,
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Recientemente se estandarizé en el laboratorio un nuevo protocolo basado en el uso de
factores de crecimiento de transdiferenciacion de CME-CU a células similares a neuronas
de linaje colinérgico (CSNC) de manera directa (124), el cual tarda 5 dias menos que el
mas corto de los anteriores protocolos de transdiferenciacion por compuestos biolégicos
a neuronas. Asimismo se hallé6 que la-transdiferenciacion luego de 7 dias con el medio
Cholinergic-N-Run (DMEM/F12 , 1% SBF, 50 ug/mL de heparina, 10 ng/mL bFGF, 0.5 yM
de Acido Retinéico , 50 ng/mL SHH ) indujo en las CME-CU niveles elevados de los
marcadores de superficie neuronales especificos NeuN, TUC-4, NF-L, B-Tubulina Ill 'y
MAP2 mientras se reducia la expresion de los factores de transcripcion de indiferenciacion
y proliferacion de CME SOX2 y Ki-67, indicando una migracién del linaje de CME a
neuronas. Otro resultado notable fue el alto porcentaje de eficiencia a la
transdiferenciaciéon pues el 76% de las células presentaban marcadores de linaje
colinérgicos especificos acetilcolina transferasa (ChAT), acetilcolinesterasa (AchE) y el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), comprobando la funcionalidad de éstas
CSNC por la respuesta positiva al estimulo con acetilcolina que indujo la entrada

intracelular de calcio.

Cholinergic-N-Run medium:

DMEM/F-12,bFGF (10 ng/ mL), sodium heparine (50 ng/ mL),
RA (0.5 uM), SHH (50 ng/ mL), FBS (1%)
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Figura 16. Marcadores neuronales durante el proceso de transdiferenciacién de CME a Neuronas.

(A)Principales factores del proceso de transdiferenciaciéon de CME a neuronas. Imagen tomada de ref (124).
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CAPITULO IV: OPCIONES TERAPEUTICAS PARA LA EA

4. Tratamientos para la EA

A pesar de los avances en el entendimiento de la etiologia de la enfermedad y de los
multiples ensayos clinicos que buscan desarrollar una terapia para la EA, aun no existe un
tratamiento terapéutico eficaz que haya logrado revertir o detener la neurodegeneracion o
la progresion de la demencia (164), por lo que los medicamentos aprobados para su uso
en pacientes con este trastorno sélo tratan los sintomas con éxito limitado. Por tanto, es
necesaria la busqueda de nuevos compuestos terapéuticos que puedan ser usados en el

futuro tratamiento de esta enfermedad.

4.1. Convencionales

Actualmente existen 6 medicamentos aprobados para su uso en EA, Donepezil,
galantamina, rivastigmina, memantina, Aducanumab y Lecanemab. La galantamina y el
donepezil son inhibidores de la Acetilcolinesterasa (AChE) (164-166), mientras que la
rivastigmina es un inhibidor reversible tanto de la AChE como de la butirilcolinesterasa
(BChE) (165).

Estas enzimas degradan la ACh en Colina y acetato, por lo que su inhibicién aumenta la
concentracion de este neurotransmisor, paliando la disfuncion colinérgica. Por otro lado, la
memantina es un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), el cual en
presencia de glutamato e inespecificamente de AB abre canales de calcio que incrementan
su concentracion intracelular (166), por lo que su inhibicion disminuye la sobreestimulacion
del receptor, la sobrecarga de calcio en las neuronas y la excitotoxicidad, mejorando la
supervivencia neuronal. Finalmente, el Aducanumab y el Lecanemab son anticuerpos
monoclonales IgG1 humanos dirigidos a los oligdmeros de A, facilitando su fagocitosis y
eliminacién por las células de la glia (167). Desafortunadamente todos estos se han
asociado con efectos adversos. Por una parte, los inhibidores de la acetilcolinesterasa
pueden causar nauseas, vomitos, diarrea y pérdida de peso (165), mientras que la

memantina es conocida por causar alucinaciones, mareos y fatiga (166,170).
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Approved Symptomatic Treatments
+ Donepezil (AChEI) . Aducanumab ( AB IgG antibody)
+ Galantamine (AChEl) . Lecanemab ( AB IgG antibody)
+ Rivastigmine (AChEI)
* Memantine (NMDA receptor antagonist)

« Donepezil + memantine combination (approved in the US)

Combination with

Combination with

disease-modifying therapies symptomatic therapies
Drug target ~ Agents Agents Symptom target
5 * BACE inhibitors * 5-HT receptor antagonist Cognition
ﬁ:‘sy::fe « AB monocolonal antibody « MAO-B inhibitor ag?taﬁ'on '
* Ap vaccine * Anticonvulsant aggressio‘n
* Melatonin and serotonin non convulsi\'/e
Tau + Tau active immunization receptor agonist o seizures
« Tau passive immunization * Glutamate neurotransmission
aggregates modulator

Figura 17. Alternativas terapéuticas aprobadas por la FDA o en ensayos clinicos para el tratamiento
de la EA. Iméagen modificada de ref (168, 169).

4.2. Alternativas terapéuticas de la EA

En la actualidad varios posibles medicamentos con diferentes mecanismos de accién estan
en evaluacién preclinica y clinica. Entre estos estan los medicamentos anti amiloidogénicos
(inhibidores de la B y y-secretasas, inmunizacion contra oligdémeros de A, promotores de
enzimas implicadas en la degradacion de AR, inhibidores de la agregacion de AB) (170),
terapias neuroprotectoras (como inhibidores de quinasas, antiagregante de Tau, inhibidores
de caspasas, bloqueadores de NMDAR), (169,172) y terapias neuro reparadoras (uso de

factores neurotroficos)(169- 171).

En los ultimos afios también se han estudiado nuevos abordajes para su posible uso en
esta enfermedad, como el tratamiento con células madre mediante trasplante autélogo, que
reemplazan a las neuronas perdidas, aunque el porcentaje de supervivencia en el tejido es
muy bajo (menos del 10% en las primeras 24 horas) (157), o el uso de terapia génica como
CRISPR/CAS9 para eliminar las mutaciones causales en la EAF (99,172). Sin embargo, la
eficiencia celular de la edicién génica es bajay aun no se ha aprobado ningun tipo de

terapia génica para la EA.

Debido al origen multifactorial del trastorno y las fallas terapéuticas con el uso de un solo

compuesto, es poco probable que terapias que intervienen en una sola via detengan la
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compleja cadena patogénica que causa la enfermedad, por lo que el enfoque actual es el
desarrollo de terapias multifuncionales con varios compuestos que tratan diferentes vias
patologicas (173). Asi mismo en la EAF, el analisis de biomarcadores hallé que los primeros
signos patolégicos de la EA aparecen en el cerebro hasta 25 afios antes del deterioro
cognitivo (111), a nivel clinico, los ensayos en poblacién con DCL y demencia indican que
los tratamientos aplicados en poblaciones asintomaticas no logran revertir el deterioro
cognitivo y el dafio neuronal, siendo solo tratamientos sintomaticos, esto sugiere que la

neurodegeneracion es irreversible en estadios sintomaticos (263).

A causa de estos hallazgos el enfoque actual es el de deteccion temprana de poblacién de
riesgo con marcadores moleculares, lo que permitiria detectar estas poblaciones con alta
probabilidad de desarrollo de la enfermedad en el futuro (110,111). Esta deteccion
temprana de biomarcadores permitira una intervencion terapéutica preventiva en personas
que aun no presentan dafos irreversibles o muerte neuronal, por lo que esfuerzos
terapéuticos actuales se enfocan en el desarrollo de terapias modificadoras de la
enfermedad en estadios tempranos de la neurodegeneracion, lo que permitiria la

prevencion, retraso o aminoramiento de los sintomas de la EA (174).

En este contexto, en la literatura cientifica se ha reportado que los productos naturales,
como extractos de plantas o compuestos de origen organico tienen un gran potencial para
transformarse en futuros medicamentos que eviten la neurodegeneracion y detengan la
progresion de la EA (173,174). Entre ellos se encuentran la curcumina, el tramiprosato y el
azul de metileno, los cuales tienen el potencial de intervenir simultaneamente en multiples
vias asociadas con la EA (176-179). Dentro de sus actividades biolégicas se han reportado
propiedades anti amiloidogénicas (175, 179, 182), antiagregantes de Tau (176),
antioxidantes (176), antiinflamatorias, y quelantes (184,185). Los estudios in vivo e in vitro,
han demostrado que la curcumina y el tramiprosato disminuyen la formacién de placas
seniles por su interaccion con el AB, ademas de tener efectos antiinflamatorios y anti
apoptéticos (186-189). Mientras que el azul de metileno ha demostrado la capacidad de

reducir la auto agregacion de Tau, la disfuncién mitocondrial y el EO (189-176).
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CAPITULO V: LA CURCUMINA COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA LA EA

5.1 Estructura quimica y caracteristicas de la Curcumina

La curcumina es un componente polifendlico perteneciente a la familia de los
curcuminoides. Su nombre quimico es 1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione y es obtenido del rizoma de la planta Curcuma longa y utilizado como
tinte alimenticio (191). Este compuesto pertenece al grupo de los Diarilheptanoides,
metabolitos secundarios de las plantas que constan de dos anillos de arilo (compuesto
fendlico con sustitucidon de 1 hidrégeno por un grupo funcional) con adiciones de un grupo
hidroxilo y un grupo metoxilo, los cuales estan unidos por una dicetona con siete carbonos
aciclicos (182,190) (Fig 18).

La curcumina es un compuesto tautomérico que puede existir en 2 isoformas. La forma ceto
esta presente en pH acido y presenta 2 grupos cetona. Mientras que la forma endlica se da
en un pH basico y es causada por la sustitucion de 1 grupo cetona por un hidroxilo (192).
Si bien la curcumina posee una baja biodisponibilidad en sangre y no es eficiente en la
migracion de la BHE, se encontré que su encapsulacién en nanoparticulas incrementa su

disponibilidad en SNC, lo que favorece su uso como posible farmaco para la EA (182).

A 1-3-Keto enol molety | | B

Helps in interacting with

Figura 18. Caracteristicas estructurales de la curcumina. (A) Estructura molecular y sitios de unién a

ligandos; (B) Formas enol y ceto de la curcumina en la EA. Tomada de ref (180,192).
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5.2. Actividades bioloégicas y mecanismos de acciéon de curcuminoides en la EA

La curcumina posee un gran espectro de propiedades farmacoldgicas, principalmente por
su capacidad como aceptor/receptor de electrones y como estabilizante de agregados
proteicos, asi como por sus efectos inhibidores sobre enzimas metabdlicas, receptores y
canales celulares (180-185,177-193). Adicionalmente, este polifenol posee fuertes
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, por lo que ha sido investigada en los ultimos
anos como agente terapéutico en enfermedades en las cuales el estrés oxidativo juega un

papel importante, como las enfermedades neurodegenerativas y el cancer.

Actualmente se sabe que, a diferencia de los medicamentos aprobados para su uso en
pacientes con EA, este compuesto interviene en mayor o menor medida en todas las vias
patoldgicas relacionadas con el desarrollo de la EA (figura 4) (194-232), lo que permite el
abordaje terapéutico de multiples dianas con un solo compuesto. Otra ventaja de su uso es
su seguridad al tener una DL50 alta. Por todo esto se han desarrollado compuestos
sintéticos derivados de la curcumina que potencian sus efectos y su biodisponibilidad en el
SNC (198), lo que hace de la curcumina un tratamiento seguro, econémico y con resultados

prometedores para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (190-193).
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Figura 19. Mecanismos neuroprotectores de la curcumina en la EA. (A) Actividades bioldgicas. (B)

Interaccion entre los mecanismos de accién neuroprotectora de la curcumina en la EA .Tomada de ref: (180-
182).

5.2.1 Actividad antioxidante
El aumento del EO en el SNC estéa relacionado con varias vias patolégicas en la EA y se
ha descrito que la curcumina reduce la concentracion de moléculas oxidantes en esta

patologia por multiples mecanismos (Fig 19). En estudios in vitro se encontré que la

62



curcumina forma interacciones redox entre su grupo hidroxilo y las ERO y ERN, eliminando
sus radicales libres, lo que disminuye la oxidacién de macromoléculas celulares y regula a
la baja, tanto la expresion de proteinas quinasas activadas por mitogenos (como ERK1/2 'y
p38), como la activacion de vias de estrés oxidativo (como JNK y MAPK) (196,199-200),

lo que reduce la neuroinflamacion, la disfunciéon mitocondrial y la apoptosis (221).

También se hallé que esta molécula incrementa la expresion de los elementos de respuesta
antioxidante Nrf2 / ARE, encargados de restaurar los niveles de enzimas como el glutatién
(GSH) y el superoxido dismutasa (202,228) las cuales degradan las ERO. La curcumina
también posee la capacidad de quelar iones metdlicos como Cu?*, Zn2* y Fed3*,
disminuyendo la muerte neuronal (198). Asi mismo se ha encontrado que este compuesto
disminuye la concentracién intracelular de Ca2* por quelacion del ién y por bloqueo de
canales de Ca2* dependiente de la liberacion de Ca2* (CRAC), lo cual reduce el exceso

de calcio intracelular, la hinchazén mitocondrial, la pérdida del AWYm y la apoptosis (201).

5.2.2 Actividad antiinflamatoria

La neuroinflamacion es uno de los pasos iniciales en el desarrollo de las enfermedades
neurodegenerativas y existe una evidencia particularmente fuerte de efectos protectores de
las curcuminas en el contexto de la neuroinflamacion (204). En estudios in vitro e in vivo se
ha encontrado que este polifenol disminuye la produccion de las citoquinas proinflamatorias
TNF-aq, IL-1, 2, 6, 8 y 12 (186) (185). También se ha hallado que inhibe multiples vias de
sefalizacion, como MAPK, NF-kB, WNT / B-catenina, PI3K / Akt, AP-1 y STAT3 en
microglia y neuronas, interfiriendo con los primeros pasos de sefalizacion tanto de la
produccion de citoquinas proinflamatorias como de apoptosis (184), ademas de regular
negativamente el cambio fenotipico de la microglia a un perfil proinflamatorio M1. También
se ha encontrado que este compuesto inhibe las enzimas ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la
oxido nitrico sintasa inducible (INOS), lo que reduce la produccion de citoquinas
proinflamatorias y la migracion de células del sistema inmune. A nivel de astrocitos, la
curcumina disminuye la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) relacionada con
la activacion glial (205), mientras que en la microglia el tratamiento incrementa la fagocitosis

del AB, reduciendo la concentracion extracelular del mismo (194).
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5.2.3. Actividad anti-amiloidogénica

La agregacion de AB es un paso critico en el desarrollo de esta enfermedad, activando
multiples mecanismos de neurodegeneracién, y se encontré que la curcumina reduce la
amiloidosis en esta patologia. En estudios in vitro los resultados muestran que modula a
la baja la traduccién y actividad de la proteina APP (208), e inhibe fuertemente el complejo
BACE-1 al inhibir su transcripcion por medio de la activacion de la via Wnt / -catenina

(197), lo que favorece la via no amiloidogénica y reduce la produccion de AB (226,187).

Adicionalmente, los estudios han indicado que la curcumina puede unirse a péptidos Ap por
medio de interacciones hidrofébicas entre los grupos fenol o metoxilo de la molécula y los
motivos apolares del AR, estabilizandose la unién por puentes de Hidrégeno entre los
grupos OH del puente dicetona de la curcumina y los aminoacidos polares del péptido (182),
este acoplamiento molécula-péptido genera fluctuaciones significativas en la organizacién
terciaria de los aminoacidos en el dominio VHHQKLVFF del AB (206), el cual es
fundamental en su agregacién, por lo que el tratamiento previene la agregacion,
principalmente de las isoformas ABR40, AB42, y disminuye la formacién de oligdmeros y

fibrillas, manteniendo el AR en su forma oligomeérica no toxica (207).

5.2.4 Actividad anti-agregante de la proteina TAU

La formacion de ovillos neurofibrilares se correlaciona directamente con la
neurodegeneracion al causar la pérdida del transporte axonal y alteraciones en la
neurotransmision. Se ha encontrado que la curcumina inhibe las quinasas a GSK-3 (197)
ERK1 /2y p38, quinasas involucradas en la hiperfosforilacion de Tau (208). Otro efecto
del tratamiento con esta molécula es la disociacion de los NFT a mondmeros de Tau por la
unién del polifenol y p-Tau, causando un desacoplamiento de las fibrillas (209), lo cual esta
asociado con la disminucion de niveles de p-Tau, pero no de Tau total (210), probablemente

porque no interfiere con la expresion de la proteina, pero si con sus vias de fosforilacion.

5.2.5 Actividad de Proteccién mitocondrial

La disfuncién mitocondrial causa una reduccién de la produccién de energia en las células,
activacion glial y la activacién de vias apoptoticas intrinsecas, y se ha encontrado que la
disfuncion mitocondrial se relaciona fuertemente a la muerte neuronal. Los resultados de
investigaciones in vitro demostraron que la curcumina disminuye la disfuncion mitocondrial

al mantener el potencial de membrana mitocondrial (AWm), y la actividad de los cuatro
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complejos mitocondriales (complejos I, Il, Il y IV) por disminucion de ERO (200). También
se ha encontrado que la curcumina aumenta la fusién mitocondrial, la biogénesis
mitocondrial, y la produccion de ATP; y reduce la mitofagia, la fision mitocondrial, la
presencia citoplasmatica del citocromo c, activacién de caspasa 3 y 9 y el ratio Bax/Bcl-2,
lo que disminuye la expresion de factores de dafio neuronal, reduce la apoptosis y la atrofia
(196-211).

5.2.6 Actividad Neuroprotectora Colinérgica

Actualmente los medicamentos anticolinesterasicos son los mas usados para el tratamiento
de EA, al ser el grupo neuronal mas afectado por la EA. En diversos estudios la curcumina
ha inhibido la accién de las enzimas AChE y BChE (213) al interactuar los 2 anillos
aromaticos de la curcumina con los sitios cuaternarios y periféricos CAS y PAS de la AChE
y BChE. Adicionalmente, los enlaces de hidrégeno estabilizan aun mas el complejo
curcumina-AChE, lo que regula a la baja la degradacion de ACh (193). En un estudio in vivo
en modelos murinos también se informé el potencial anti amnésico e inhibidor de la AChE
del tratamiento con curcumina (226). Este estudio inform6é una pronunciada actividad
inhibidora de la AChE dependiente de la dosis, especialmente en la corteza frontal y la
region del hipocampo (214). La mejoria de la memoria probablemente es causada por la
recuperacién de circuitos neuronales colinérgicos asociados con la produccién de sefales

de potenciacion a largo plazo (LTP) (214).
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CAPITULO VI: EL TRAMIPROSATO COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA LA
EA

6.1. Estructura quimica y caracteristicas del Tramiprosato

El tramiprosato, homotaurina o acido 3-amino-1-propanosulfénico es un pequefio
compuesto de amino sulfonato que se encuentra naturalmente en las algas marinas (216).
La molécula es un analogo sintético de la taurina, un acido sulfénico semi esencial derivado
de la cisteina, pero con un carbono extra en su cadena principal. A nivel bioldgico es un
mimético de los glicosaminoglicanos y posee actividad GABAérgica por su similitud
estructural con el neurotransmisor GABA (acido y-aminobutirico) (218). El principal
metabolito del metabolismo del tramiprosato es el acido 3-sulfo propanoico (3-SPA), el cual
estd presente enddogenamente en el cerebro, aunque se desconoce su funcién o via
metabdlica, compartiendo ambas moléculas sus propiedades farmacolégicas (219) (figura
5). Por su tamafo y grupos funcionales, el compuesto es facilmente absorbido por el
intestino, atravesando facilmente la BHE, ademas de poseer una alta biodisponibilidad, facil
administracion (oral) y pocos efectos adversos, por lo que es un buen candidato para su

posible uso terapéutico en la EA.
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Figura 20. Estructura quimica y metabolismo del tramiprosato (Homotaurina). (A) Estructura quimica

del tramiprosato y similitud estructural con las moléculas Taurina, GABA y 3-SPA; (B) Metabolismo del
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profarmaco ALZ-801, este medicamento posee propiedades farmacocinéticas y tolerabilidad gastrointestinal
mejorada, (C) El ALZ-801 al ser metabolizado por el higado se transforma en tramiprosato. (D) Parte del
tramiprosato se metaboliza en acido 3-sulfo propanoico (3-SPA), un metabolito endégeno. (E) finalmente el
tramiprosato y el 3-SPA atraviesan la BHE y se une al AB, evitando su oligomerizacion. Modificado de ref:
(216,217).

6.2. Actividades biologicas y mecanismos de accion del tramiprosato en la EA

El tramiprosato y sus derivados han sido estudiados para su posible uso en enfermedades
neurodegenerativas por sus mecanismos neuroprotectores que involucran tanto vias
GABAérgicas como no GABAérgicas (figura 21). En estudios recientes se ha demostrado
que el tramiprosato tiene efectos neuroprotectores in vitro por su capacidad de disminuir la
amiloidosis (36) (figura 20) y la produccion de la citoquina proinflamatoria 1L-18 (183),
ademas por su potencial antioxidante, evitando la genotoxicidad en el DNA relacionada con
las ERO (220).

A nivel clinico se ha observado que el tratamiento con el farmaco analogo a la homotaurina
ALZ-801 mejord la memoria a corto plazo en pacientes con DCL homocigotos para ApoE4
(221), desacelero la atrofia hipocampal en pacientes con EA (202), e incrementé la LTP y
la inhibicion aferente de latencia corta, lo que indica un mejoramiento de la transmision de
las interneuronas GABAérgicas y de las neuronas colinérgicas, la cual es dependiente de
receptores colinérgicos M1 (36). Estos hallazgos indican (222) que el tramiprosato podria
ser una terapia prometedora para disminuir la neurodegeneracion y los sintomas clinicos

en etapas tempranas de EA en pacientes €4/¢4.

EXCITATORY/INHIBITORY
AApoptoticagents Homotaurine e [RUGSTARGHS PATA%(;?]!?N. . ’;’\'BA[ANCE y
VPTP MK801 STS l Se une a los
residuos Lys16, Lys
ks \ l 28 y Asp23 del AR
stress ~

Trophic
deprivation

. COGNITIVE
DYSFUNCTION

g ! é Y
:1 :,‘.' ‘C S':I'\ﬁ

| NEURONAL DEATH

Luminescent assay
Proluminescent substrate

Neurotoxicity

67



Figura 21. Mecanismos de neuroproteccion del tramiprosato. (A) Mecanismos dependientes de la funcion
agonista del tramiprosato en los receptores GABAergicos, (B) mecanismos independientes de GABA,

interaccion del tramiprosato con A y Tau. Tomado de ref: (223,52).

6.2.1. Actividad anti-amiloidogénica

En estudios in vitro, el tramiprosato redujo la formacién de oligémeros Yy fibrillas amiloides
(183), y en modelos murinos disminuyd el acumulo de agregados de AR, los niveles de
proteina amiloide soluble y la formacién de placas seniles, favoreciendo la concentracién
de AB40 de detrimento de AB 42 (225), esto se debe a que la molécula posee alta afinidad
por este péptido, ocupando los sitios de unién con otros AR (figura 21), lo que impide su
oligomerizacién, manteniendo los péptidos de forma monomérica (224) . Ademas, en los
pacientes con EA los niveles plasmaticos de AB decrecieron de manera dependiente de la
dosis, por lo que podria estar involucrado en procesos de degradacion del péptido. Esto
explica en parte la mejoria cognitiva en etapas tempranas de EA, pero no en las etapas
tardias, al causar la disminucion de la formacion de agregados intra y extracelulares de A,

antes de que ocurra un dafio neuronal irreversible.

6.2.2. Actividad Neuroprotectora

Una de las caracteristicas mas llamativas del tramiprosato es su habilidad de incrementar
la supervivencia celular, se ha encontrado que en neuronas primarias tratadas con AB42,
este compuesto redujo la actividad de las caspasa 3/7 y 9 tanto a nivel basal como en
presencia de AB42 (226), siendo un compuesto anti apoptético que inhibe la via de las
caspasas (figura 21), aumentada en EA, o cual disminuye la mortalidad celular. Ademas,
también inhibe la activacion de las quinasas activadas por mitogenos (ERK1 / 2) inducidas
por las fibrillas de AB de forma independiente del receptor GABA-A (227), regulando la via
de las MAPK quinasas, lo que podria tener efectos anti inflamatorios al disminuir el fenotipo
de la glia a perfiles proinflamatorios y regular negativamente la expresién de citoquinas

proinflamatorias.

6.2.3. Actividad GABAérgica
Por su similitud quimica al neurotransmisor GABA el tramiprosato es un agonista de los
receptores GABA-A (GABAaR), los cuales son receptores ionotropicos que, en presencia

de su ligando GABA, funcionan como un canal iénico para el ingreso intracelular de cloro y
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bicarbonato. En la EA existe una disfuncion del circuito GABAérgico y una insuficiencia del
neurotransmisor (52), por lo que el tramiprosato podria disminuir las alteraciones en estas
vias de sefializacién (228), al activar estos receptores, lo que aumentaria la repolarizacién
celular, incrementaria el umbral de activacion neuronal y restableceria el ratio de excitacion/
inhibicion, lo que disminuye la excitotoxicidad por glutamato observada en la EAE (226,52).
Adicionalmente, en neuronas de ratas se ha encontrado que el tramiprosato se une a los
receptores GABAaR, bloqueando la activacién de la caspasa 3/7 por inhibicién de vias
quinasas como ERK %2 (183), por lo que la unién del compuesto con el receptor se asocia
al mantenimiento de la viabilidad celular por disminucion de vias apoptdticas activadas por

caspasas.
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CAPITULO VII: EL AZUL DE METILENO COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA

EA

7.1. Estructura quimica y caracteristicas del Azul de metileno

El azul de metileno, también conocido como MB o cloruro de metiltionina, es un compuesto

aromatico heterociclico, su nombre quimico es (7-(dimetilamino) fenotiazin-3-iliden) -

dimetilazanio; cloruro, y su formula molecular es C16H18CIN3S (245). EI MB es una

fenotiazina compuesta por una estructura de tres anillos, en la que dos anillos de

dimetilfenilamina o dimetilanilina se unen por un atomo de azufre y de nitrégeno en

posiciones opuestas, formando un derivado benzdico de la tiazina en presencia de sales

de cloruro (Figura 22). Su principal uso es como colorante catidnico histolégico que, en su

estado oxidado es de color azul, mientras que es incoloro en su forma reducida (azul de

leucometileno). Formando ambos compuestos un sistema redox reversible (230).

El MB posee un caracter apolar y en su forma reducida atraviesa la BHE, pasando por

difusién pasiva la membrana plasmatica de las neuronas, lo que le permite alcanzar

multiples dianas celulares relacionadas con la EA, lo cual sumado a su clasificacion como

medicamento esencial lo hace una molécula atractiva para la investigacion de tratamientos

para la EA (176).
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Figura 22. Caracteristicas quimicas del Azul de Metileno (Methylene Blue, MB). (A) Grupos funcionales
(B) Equilibrio Redox. Modificada de ref: (229).

7.2. Actividades bioloégicas y mecanismos de accion de Azul de metileno en la EA

Actualmente el MB tiene multiples aplicaciones clinicas, siendo empleado como tratamiento

para afecciones como metahemoglobinemia, hipoxia, y sindrome vasopléjico (231), lo cual

se debe a que esta molécula es antioxidante, potenciadora de la cadena transportadora de

electrones, inhibidora enzimatica y formadora de complejos proteicos. En relaciéon con la
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EA (fig 23) se ha encontrado que el MB puede disminuir la expresién de BACE-1, asi como
promover la fibrilacién del AB , inhibiendo asi la formacion de oligdbmeros de AP
neurotoxicos, (232), (230). En estudios in vivo en modelos murinos para EAF se hallé que
el tratamiento con MB mejor6 sintomas como la memoria y la actividad de locomocion,
(233).

Investigaciones recientes han reportado que el MB puede reducir la recaptacion de
serotonina al inhibir la monoaminooxidasa (234), adicionalmente en modelos in vitro esta
molécula reduce la actividad de la AChE y BChE (235) y regula negativamente la expresion
de caspasa-6 (237), siendo una alternativa terapéutica para mejorar los sintomas
depresivos, la disfuncidn colinérgica y la muerte neuronal respectivamente (237).
Adicionalmente se ha encontrado que el MB modula la despolarizacién de la membrana
neuronal al inhibir canales de Na* y K* dependientes de Ca2* (233), disminuyendo la
excitotoxicidad por glutamato, por lo que podria ayudar en el tratamiento de la disfuncion

idnica presente en la EA, al mejorar la transmision neuronal.
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Figura 23. Mecanismos de neuroproteccion del MB en la EA. (A) vias moleculares que interviene el MB.

(B) efectos del MB en la cadena transportadora de electrones. Tomado de ref (238,237).

7.2.1 Actividad anti-agregante de la proteina TAU
En multiples estudios in vitro e in vivo se demostré la capacidad del MB de inhibir la
formacion de fibrillas de Tau. En estudios in vitro se observaron efectos antiagregantes de

la proteina Tau a través de la estabilizacién de la conformacion monomérica por medio de
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la unién con puentes disulfuro entre la fenotiazina del MB y Tau, impidiendo su
autoagregacion (176). Este colorante también promueve la oxidacion de residuos de
cisteina de la proteina Tau, lo que mantiene la proteina en su forma monomeérica e inhibe
la formacion de NFT (176).

En otra investigacién se observdé que el MB inhibe la fosforilacion de Tau, al regular
negativamente e inhibir a la quinasa reguladora de la afinidad de los microtubulos (MARK4),
impidiendo la adicion de grupos fosfato en el residuo Ser 262 de Tau, lo que estabiliza su
forma dimérica e impide su agregacion (233). EI MB también ha disminuido la taupatia in
vivo cuando se administra a ratones P301L y atenua la neurotoxicidad en un modelo de

taupatia en Caenorhabditis elegans (176,233).

En modelos de ratén con mutaciones en Tau se demostroé que el MB reduce los niveles de
oligbmeros de Tau, activando el sistema proteosomal y los mecanismos de autofagia
celulares (236), sin embargo, no disminuye los niveles de NFT (176). Por lo tanto, se
demostré que el MB estabiliza los monémeros fosforilados, aumenta la degradacién de
oligbmeros de Tau y disminuye la expresion de enzimas relacionadas con su fosforilacién,

mejorando asi el transporte axonal (233).

Estos resultados indican que el MB es un compuesto ideal para la investigacion de terapias
en enfermedades neurodegenerativas en las que la taupatia es un mecanismo patoldgico,
como en la EA y en la demencia frontotemporal, al impedir la formacién de oligdmeros

toxicos de Tau y favorecer la degradacion de los mismos.

7.2.2 Actividad antioxidante

Existe una gran evidencia de que el MB disminuye el EO en el SNC. En estudios in vivo se
evidencid que esta molécula es un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa, lo que disminuye la
produccion de NO, el dano nitroxilativo y causa el bloqueo de la via de éxido nitrico-GMP,
la cual esta implicada con aumento intracelular de calcio, mitofagia y disminucion de la

efectividad de los complejos | y Ill de la respiracion mitocondrial (239).

Adicionalmente, el MB por su capacidad redox puede reducir el NO y aumentar la actividad
del complejo IV de la cadena transportadora de electrones, al servir de aceptor/donador de
electrones entre el complejo | y el citocromo c, (figura 23), sirviendo de catalizador en el
transporte de electrones, lo cual aumenta la produccion de ATP y restaura la funcion

mitocondrial y neuronal (237, 239).
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De igual forma, se demostré en otros estudios que este compuesto aumenta la produccién
de H>2O2> de manera benigna, lo que activa el sistema de defensa antioxidante, al
incrementar la expresién del factor 2 relacionado con el eritroide nuclear 2 (Nrf2), un factor
de transcripcién que se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE). Un acelerador
de la transcripcion de genes relacionados con la defensa del EO (239,240), aumentando la
produccion de enzimas que degradan las ERO como la superéxido dismutasa (239), por lo
que el MB disminuye los dafos derivados del EO en la EA al favorecer la funcion
mitocondrial, bloquear enzimas productoras de ERN, servir de donador de electrones para

ERN y promover la expresién de enzimas que disminuyan las ERO y ERN (176, 239,240).
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PARTE II: INVESTIGACION

CAPITULO VIil: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

La EA es el trastorno neurodegenerativo mas comun a nivel mundial, representando
entre el 60% y el 80% de los casos de demencia. Actualmente el numero de afectados
oscila entre 37.8 y 51 millones, y se estima que la cifra se triplique para el 2050
(10,12), siendo en 2019 la EA y otras demencias la causa numero 7 de muerte a nivel
mundial, pasando de 600.000 fallecimientos en 2000 a 1.6 millones en la actualidad
(14). Para el afno 2030 se calcula que los gastos derivados de las demencias
aumenten hasta los 2 trillones de ddlares, representando un grave problema

econdmico y de salud publica (242).

La situacion de Colombia plantea retos particulares, debido a su alta prevalencia de
demencias y principalmente la demencia tipo EAF, y a la carencia de datos
estadisticos sobre la prevalencia de la EA en la poblacion. Durante el 2016 hubo en
el pais aproximadamente 248.583 casos de demencia (15) y en el territorio se han
identificado multiples mutaciones en PSEN1, causantes de la EAF en un rango
temprano de aparicién entre 30-60 afios de edad (91). Estas mutaciones fueron la
lle143Thr (1143T,), Glu280Ala (E280A), Glu318Gly (E180G) y Pro117Ala (P117A)
(25). Siendo la mutacion E280A la causa mas frecuente de EAF a nivel nacional y
mundial con 6000 personas de 25 familias de Antioquia, de las que se estima que

1000 individuos poseen la mutacion (40).

A pesar de los avances en el entendimiento de la etiologia de la enfermedad con
modelos in vitro e in vivo unificar en todo el texto en italica, y de los multiples ensayos
clinicos que buscan desarrollar una terapia para la EA, hasta ahora no se ha podido
determinar con exactitud las causas ni los mecanismos de sefalizacion que
conducen a la muerte neuronal en los pacientes (32,65). Es por lo anterior, que se
hace necesario generar nuevos modelos de estudio que permitan una mayor
comprensién de la EA (129). En el caso de modelos in vivo de ratones transgénicos
con expresion de genes inductores de proteinopatias como APP, PSEN1 y Tau son
los mas utilizados en la actualidad (122). Sin embargo, al presentar un fenotipo

acelerado de la enfermedad no replican fielmente el desarrollo de la EAE ni todos sus
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mecanismos patologicos (123). Asimismo, por la divergencia genética entre especies

no es un modelo preciso para el estudio de screening farmacoldgico (242).

Al analizar los modelos in vitro, los cultivos primarios de neuronas poseen un limitado
namero de pases viables, ademas de obtenerse sélo de forma postmortem o por
biopsias, lo que plantea debates éticos y hace dificil su obtencion. Otro modelo
utilizado son las lineas celulares inmortalizadas, sin embargo, estos modelos
presentan la desventaja de expresar patrones genéticos diferentes a las células in
vivo por lo que es posible que al comparar su comportamiento y funcionalidad, este
sea diferente al de los tipos celulares de interés, lo cual dificulta su uso para el estudio
de mecanismos patolégicos y aproximaciones terapéuticas (242). El uso de células
madre embrionarias e iPSc también plantea retos, ya que al ser células altamente

indiferenciadas tienen la tendencia a formar tumores (243).

Tomando en consideracién las observaciones anteriores Un modelo alternativo mas
idéneo para el estudio de la EAE seria el uso de CME, las cuales tienen la capacidad
de diferenciacion a células de linaje mesodérmico (154,157), y que por medio de
compuestos quimicos y bioldgicos tienen la habilidad de transdiferenciarse a células
del SNC como neuronas colinérgicas, dopaminérgicas y astrocitos (124,163). Estas
células son faciles de obtener, no poseen tendencias a la formacién de teratomas y
tienen el mismo genotipo que el de los pacientes con la patologia, lo que favorece su
uso como una plataforma robusta para el estudio de los mecanismos
neuropatolégicos de la EA, asi como su uso en el disefio de aproximaciones
terapéuticas y farmacoldgicas, facilitando el desarrollo de la medicina de precision en

enfermedades neurodegenerativas (97,163).

En relacién al desarrollo de modelos de neurodegeneracion, diferentes estudios
realizados a trabajadores agricolas expuestos a pesticidas de forma ocupacional
hallaron un aumento drastico en la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas
(228). Por ejemplo, en Francia el estudio longitudinal AGRICAN (229) determind la
correlacion entre la exposicion ocupacional a pesticidas como la rotenona y el
desarrollo de enfermedad de parkinson. Estos hallazgos han permitido el
descubrimiento de sustancias quimicas inductoras de EA como modelo de estudio.

al inducir en modelos neuronales los mecanismos patoldgicos observados en los
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cerebros de los pacientes con EA (140), estos presentan multiples ventajas en
comparaciéon a otros modelos como su bajo precio, facilidad de utilizacién, uso de
modelos animales y neuronales no transgénicas para investigacion, emulacion del
desarrollo de EAE y posibilidad de estudiar multiples mecanismos patolégicos a la
vez. Una de las moléculas mas utilizadas en este contexto es la rotenona (143), la
cual es un inhibidor del complejo 1 mitocondrial que en estudios recientes se ha
observado que provoca acumulacion de AR, hiperfosforilacion de Tau, disfuncién
mitocondrial, alteraciones colinérgicas y muerte neuronal en modelos in vivo e in vitro.
Siendo una plataforma que permite replicar facilmente los mecanismos implicados en
el desarrollo de la EAE (148,150).

Actualmente no existe un tratamiento que haya logrado revertir o detener la
neurodegeneracion o la progresion de la demencia en los pacientes con EA (169), y
las aproximaciones terapéuticas actuales apuntan a la medicina preventiva,
desarrollando aproximaciones terapéuticas para EAF y EAE para su uso hasta 20
afos antes del inicio previsto de los sintomas (112), debido a que las investigaciones
han arrojado que el dafio neuronal inicia décadas antes del DCL y para cuando los
pacientes presentan manifestaciones clinicas, el dafo neuronal esta demasiado
extendido para controlarlo o revertirlo. En este sentido, es necesaria la busqueda e
investigacion de nuevos posibles compuestos farmacéuticos que puedan ser usados

en la etapa prodrémica de la EA (174).

Para el tratamiento de la EA se ha reportado en la literatura cientifica que moléculas
pequefas, como extractos de plantas o compuestos de origen organico, entre ellos
la curcumina, el azul de metileno y el tramiprosato, tienen el potencial de intervenir
simultaneamente en multiples vias asociadas con la EA (169) por sus capacidades
antiamiloidogénicas, antiagregantes de Tau, antioxidantes, antiinflamatorias vy
quelantes (237). Los dos primeros han demostrado la capacidad de disminuir la
accion de enzimas productoras de ERO o0 ERN como iNOS, inhibir la AChE, disminuir
las EROs por reacciones Redox, incrementar la expresion de elementos de
respuesta antioxidante Nrf2 / ARE, y facilitar el funcionamiento de la cadena
transportadora de electrones (180-238), siendo la curcumina un compuesto anti
amiloidogénico con propiedades antiinflamatorias (12), mientras que el MB es un

potente inhibidor de la formacién de fibrillas de Tau (176). Por otro lado, el
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tramiprosato al ser un agonista del receptor GABA-A mejora la disfuncion de las
neuronas GABAérgicas y bloquea la via de activacién de caspasas de forma
dependiente e independiente de GABA, asimismo reduce la activacion tanto de
quinasas que causan hiperfosforilacion de Tau como de vias proinflamatorias como
las ERK1 / 2 y MAPK, ademas de impedir la formacion de fibrillas amiloides (183-
184). Por lo que los 3 compuestos actuan sobre diferentes mecanismos patoldgicos
en la EA, siendo complementarios en sus mecanismos de accion, por lo que son

alternativas terapéuticas promisorias para futuros tratamientos contra esta patologia.

Dentro de este contexto, la CME transdiferenciadas a neuronas colinérgicas
expuestas o no a la rotenona (ROT) son una buena aproximaciéon metodoldgica para
establecer un modelo natural de la EAE. Asimismo, con el conocimiento de las
caracteristicas bioldgicas y los mecanismos de accion de los compuestos curcumina,
tramiprosato y azul de metileno en la reduccion de la neuropatologia de la EA, los
hacen estrategias promisorias terapéuticas para combatir la EA. Con esta
informacion surge la pregunta de investigacion: ¢Puede el Tratamiento Individual
o combinado con los agentes terapéuticos Curcumina, Tramiprosato y Azul de
metileno conferir resistencia al EO, la disfuncién mitocondrial, la disfuncién
colinérgica, la activacion de la via intrinseca de la apoptosis y la
hiperfosforilacion de TAU en un modelo neuronal colinérgico CSNC sanas y

con EAE inducido por rotenona?
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CAPITULO IX: DESARROLLO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

9.1. Hipétesis

El Tratamiento Individual o combinado con los agentes terapéuticos Curcumina,
Tramiprosato y Azul de metileno conferira resistencia al EO, la disfuncién mitocondrial, la
disfuncion colinérgica, la activacion de vias apoptéticas y la hiperfosforilacién de TAU en un

modelo neuronal colinérgico CSNC expuesto o no a la rotenona.

9.2. Objetivos del proyecto

9.2.1 Objetivo general

Evaluar moléculas con potencial terapéutico en un modelo neuronal colinérgico (CSNC)

expuesto a la Rotenona como neurotoxina que simula el desarrollo de EAE

9.2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar células mesenquimales estromales de cordon umbilical (CME-CU)

transdiferenciadas a células semejantes a neuronas colinérgicas (CSNC/CSNC).

2. Evaluar el efecto individual o combinado de la curcumina, tramiprosato, y azul de Metileno
(MB) en funcién de la viabilidad celular en CSNC.

3. Caracterizar el efecto de la rotenona (ROT) en el modelo de estudio CSNC de la EAE en
funcién de AWm, la produccién de H202, la oxidacion de la proteina sensor DJ-1, la
fosforilaciéon de la proteina Tau Ser202/ Thr205, la presencia de los marcadores

proapoptoticas P-c-Jun y CASP3. y el flujo de la entrada de Ca?* mediado por acetilcolina.

4. Evaluar el efecto individual o combinado de la Curcumina, Tramiprosato, y MB en CSNC
en funcion del AWYm, la produccion de H20O», la oxidacion de la proteina sensor DJ-1, la
fosforilaciéon de la proteina Tau Ser202/ Thr205, la presencia de los marcadores

proapoptoticos P-c-Jun y CASP3. y el flujo de la entrada de Ca2* mediado por acetilcolina.
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5. Caracterizar el efecto de la terapia combinada de curcumina, tramiprosato y en el modelo
de estudio CSNC de la EAE expuesto a rotenona. en funcion. del AWYm, la oxidacion de la
proteina sensor DJ-1, la fosforilacion de la proteina Tau Ser202/ Thr205, la presencia de

marcadores proapoptéticos P-c-Jun y CASP3. y el flujo de la entrada de Ca2* mediado por
acetilcolina
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CAPITULO X: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

10. Materiales y métodos

10.1 Ensayo de transdiferenciacion de CME-CU a Células similares a Neuronas

colinérgicas (CSNC)

La diferenciacion de CSNC se realizé segun la ref (136). Se sembraron MSC-CU WT (54160) a
1-1,5 x 10 4 células/cm2 en placas de cultivo tratadas con laminina durante 48 h en medio de
cultivo regular (RCm 10% SFB). Se retir6 el medio y las células se incubaron en medio de
diferenciacion colinérgica (medio Colinergic-N- Run, en adelante Ch-N-Rm) que contenia medio
DMEM/F-12 11 Nutrient Mixture (Gibco cat# 10565018; 1204 N Western St, Suite C, Amairillo, TX,
USA), 10 ng/mL de proteina humana recombinante del factor de crecimiento de fibroblastos basico
(bFGF) (Gibco Cat# 13256029), 50 ug/mL de heparina sédica (Hep, Sigma-Aldrich cat# H3393;
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103, USA), 50 ug/mL de heparina sodica (Hep, Sigma-
Aldrich cat# H3393; 3050 Spruce Street, St.) Louis, MO 63103, USA), 0,5 y M de acido retinoico,
50 ng/mL de péptido sonic hedgehog (SHH, Sigma cat# SRP3156) y 1% de SFB a 37 °C durante
7 dias. Dado que el medio Ch-N-Rm contiene varios factores que podrian interferir en la
interpretacién y las mediciones del experimento, las CSNC (obtenidas tras 7 dias en Ch-N-Rm)
se dejaron en medio de cultivo normal (RCm) durante 4 dias adicionales después de la

transdiferenciacion.

La evaluacion inicial del efecto de la curcumina, el tramiprosato y el azul de metileno (MB en
adelante) se realizd6 mediante el ensayo de viabilidad celular MTT al menos dos veces por
triplicado a concentraciones entre 0,1y 10 yM para la curcumina, 0,1y 10 yM parael MBy 25y
1000 pM para el tramiprosato. Posteriormente, la curcumina (1 'y 10 uM), el MB (0.25y 0,5 uM) y
el tramiprosato (50 y 250 uM) se establecieron como las concentraciones éptimas para las
evaluaciones posteriores. Para los experimentos de medicion de formacion de H2O2 , AWm,
analisis de inmunofluorescencia y medicién intracelular de calcio los CSNCs se dividieron en 4
grupos expuestos por 4 dias: (I) sin tratar; (li) tratadas con el agente neurotdxico rotenona 50 yM
(dejada por 6 horas al final de la incubaciéon experimental); (lll) tratados con una concentracién
individual baja (1 yM para la Curcumina, 0,25 yM para el MB y 50 uM para el tramiprosato) 0 alta
(10 uM para la Curcumina, 0,5 yM para el MB y 250 yM para el tramiprosato) y (IV) incubados

con una combinacion de tratamientos (1 uM de Curcumina + 0,25 yM de MB , 1 uM de Curcumina
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+ 50 uM de tramiprosato, 0,25 pM de MB + 50 uM de tramiprosato y 1 yM de Curcumina + 50
MM de tramiprosato + 0,25 uM de MB. (Se seleccionaron las concentraciones bajas de cada

molécula para disminuir la citotoxicidad).

Posteriormente para analizar el efecto de la terapia combinada en un modelo rotenona para EAE
las CSNCs se dividieron en 4 grupos incubados durante 6 horas: (I) sin tratar; (li) tratadas con el
agente citotéxico rotenona a 50 pM; (lIll) tratados con la terapia combinada 1 yM de Curcumina +
50 uM de tramiprosato + 0,25 yM de MB. (IV) tratados con la terapia combinada (1 uM de

Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25 uM de MB) y la rotenona a 50 uM de forma simultanea.

10.2 Evaluaciéon de marcadores Colinérgicos mediante microscopia de fluorescencia

La evaluacion de los marcadores de linaje colinérgico se realizd exactamente como se describe
en este articulo (62). Brevemente, las células CME incubadas en DMEM bajo en glucosa con 10
% SFB y las células transdiferenciadas con el medio Ch-N-Rm durante 7 dias se fijaron con 3,7
% de paraformaldehido durante 20 minutos, luego se permeabilizaron con Triton X-100 (0,2 %)y
se bloquearon con % 5 de albumina de suero bovino (BSA). Las células se incubaron durante la
noche con anticuerpos primarios para el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT, cat#
SAB4200559, Sigma-Aldrich) y para colina acetiltransferasa (ChAT, cat# AB144 P, Millipore), tras
un lavado exhaustivo, incubamos las células con anticuerpos fluorescentes secundarios (DyLight
488 y 594 anti-conejo, -cabra y -ratén, cat DI 1094, DI 3088 y DI 2488, respectivamente) a 1:500.
Los nucleos se tifieron con Hoechst 331 1 uM. La evaluacion se repitio tres veces en experimentos
independientes (124, 163).

10.3 Analisis de viabilidad celular por medio de espectrofotometria.

El efecto citotdxico de cada compuesto se determind mediante el ensayo de bromuro de 3(4,5-
dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las CSNC se trataron a una densidad de 1,5 x 104
células por pocillo con las concentraciones deseadas de los compuestos curcumina (0.1, 0.5, 1,
1,5, 10 uM) MB (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1, 3, 5, 10 uM) y tramiprosato (25, 50, 100, 250, 500, 1000 uM)
durante 96 horas con RCm. Se evité la luz durante todo el transcurso del experimento. Se
afnadieron aproximadamente 150 pL de solucién de MTT (0,5 mg de MTT/ ml de PBS) al cultivo

de CSNC en una placa de pocillos 24. Las células tratadas con MTT se incubaron a 37°C en un
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incubador de CO2 humidificado durante 3 horas, lo que permitié el desarrollo de cristales de
formazan purpura. Posteriormente se anadieron 500 uL de dimetilsulféxido (DMSO) para disolver
los cristales de formazan formados (246). La absorbancia se ley6 utilizando un espectrofotometro
de microtitulacién UV a una longitud de onda de 562 nm. El porcentaje de supervivencia se calculé

mediante la férmula:

((Absorbancia del tratamiento - Absorbancia del objetivo) / (Absorbancia del control negativo -
Absorbancia del objetivo))*100 (258)

10.4 Evaluacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) mediante microscopia de

fluorescencia.

Para evaluar los niveles intracelulares de H20> utilizamos diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina (5
MM, DCFH2-DA; Invitrogen, 168 Third Avenue. Waltham, MA, USA) segun la ref. (58 Soto-
Mercado et al., 2020). Las CSNCs se dejaron en RCm con el tratamiento durante 4 dias. Después,
las células (1,5 x 10 4) se incubaron con el reactivo DCFH2-DA durante 45 minutos a 37 °C en la
oscuridad. A continuacién, se lavaron las células 3 veces con PBS y se determiné la intensidad
de la fluorescencia DCF mediante el analisis de imagenes de microscopia de fluorescencia. La
evaluacion se repitié tres veces en experimentos independientes. Los nucleos se tifieron con el
compuesto de tincién Hoechst 33.342 0,5 yM. La evaluacion se repitio tres veces en experimentos

independientes sin tener en cuenta al experimentador (124, 163).

10.5 Analisis del potencial de membrana mitocondrial (AWYm) por microscopia de

fluorescencia.

Las CSNCs se dejaron en medio de cultivo regular (RCm) durante 4 dias. A continuacion, las
células (1,5 x 10%) se incubaron con el compuesto rojo brillante MitoTracker que difunde
pasivamente y se acumula en las mitocondrias activas (20 nM, concentracion final) durante
minutos 45 a 37 °C en la oscuridad (Invitrogen, cat # M22426, 168 Third Avenue. Waltham, MA,
USA) (62). A continuacion, las células se lavaron varias veces 3 con PBS. La intensidad de la
fluorescencia del MitoTracker se determiné mediante el analisis de imagenes de microscopia de
fluorescencia (microscopio Floyd Cells Imaging Station, catalogo 4471136, Thermo Fisher

Scientific, 168 Third Avenue. Waltham, MA, USA). La evaluacion se repitié tres veces en
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experimentos independientes. Los nucleos se tifieron con el compuesto de tincién Hoechst 33.342

0,5 u M. La evaluacién se repitié tres veces en experimentos independientes (124, 163).

10.6. Analisis de marcadores de EO, Taupatia, y apoptosis por microscopia de

fluorescencia.

El analisis de los marcadores relacionados con la EA, el estrés oxidativo y la muerte celular se
realizé exactamente como se describe en este articulo (62). Brevemente, las células tratadas en
diferentes condiciones se fijaron con %3,7 de paraformaldehido durante 20 minutos, luego se
permeabilizaron con Tritdn X-100 (0,2 %) y se bloquearon con % 5 de albumina de suero bovino
(BSA). Las células se incubaron durante la noche con anticuerpos primarios contra el marcador
de formacion de NFT fosfo-TAU (p-Tau, 1:500, Ser202/Thr205, cat#¥ MN1020Cat # MN1020 (AT8)
, Thermo Fisher Scientific, 168 Third Avenue, Waltham, MA, USA), y el marcador de estrés
oxidativo DJ-1 oxidado (1:500; ox(Cys106)DJ-1; residuo de expansion C106 de PARK7/DJ1
humano; oxidado para producir acido sulfénico de cisteina (SO3); cat # ab169520, Abcam,
Discovery Drive Cambridge Biomedical Campus Cambridge2 0AX, UK). Para evaluar la muerte
celular, utilizamos anticuerpos primarios contra el factor de transcripcion modulador de la
apoptosis, fosfo-c-Jun (1:250; c-dJune (S63/73) cat# sc-16312, Santa Cruz Biotechnology, 2145
Delaware Avenue, Santa Cruz, CA 95060, USA.), y caspasa-3 (1:250; cat# AB3623, Millipore),
tras un lavado exhaustivo, incubamos las células con anticuerpos fluorescentes secundarios
(DyLight 488 y 594 anti-conejo, -cabra y -raton, cat DI 1094, DI 3088 y DI 2488, respectivamente)
a 1:500. Los nucleos se tifieron con Hoechst 331 1 uM. La evaluacion se repitio tres veces en

experimentos independientes (124, 163).

Para todos los ensayos de IF as fotografias de microscopia 6ptica se tomaron con un microscopio
de fluorescencia Zeiss Axiostart 50 equipado con una camara digital Canon PowerShot G5 (Zeiss
Wohlk-Contact- Linsen, Gmb Schconkirchen, Alemania), y las fotografias de microscopia de
fluorescencia se tomaron con un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiostart 50 equipado con
una Zeiss AxioCam Cm1 y (Zeiss Wohlk-Contact-Linsfluoreen, Gmb Schconkirchen, Alemania) y
un microscopio Floyd Cells Imaging Station. Las imagenes de fluorescencia se analizaron con el
software Imaged (http://imagej.nih.gov/ij/, consultado el 25 de octubre de 2022). Las imagenes se
transformaron en imagenes de 8 bits y se resto el fondo. Se dibujaron regiones celulares de interés

(ROI) alrededor del nucleo (para el caso de los factores de transcripcion y los efectores de
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apoptosis) o de las células en general (para las sondas citoplasmaticas), y posteriormente se
determiné la intensidad de fluorescencia aplicando el mismo umbral para las células en las
condiciones de control y de tratamiento. La intensidad media de fluorescencia (MFI) se obtuvo

normalizando la fluorescencia total al nUmero de nucleos.

10.7. Evaluacién de Ca?* intracelular por microscopia de fluorescencia

Los cambios en la concentracién de calcio intracelular (Ca2*) causados por la estimulacién
colinérgica se evaluaron segun las refs. (63-64 Pap et al., 2009-Sekiguchi et al., 2009) con
pequefas modificaciones. El colorante fluorescente Fluo-3 (Fluo-3 AM; Thermo Fisher Scientific,
cat: F1242, 168 Third Avenue. Waltham, MA, USA) se disolvio en DMSO (1 mM) para formar una
solucién madre. Antes de los experimentos, la solucidén madre se diluyé en tampdn neuronal
(tampon NBS en mM: 137 NaCl, 5 KCI, 2,5 CaCl 2, 1 MgCl 2, pH 7,3 y 22 glucosa). La
concentracion de trabajo de la sonda fue de 2 uM. Las CSNCs se incubaron durante 30 minutos
a 37 °C con el colorante que contenia NBS y luego se lavaron cinco veces. Los transitorios de
Ca?* intracelulares se evocaron mediante acetilcolina (concentracion final 1 mM) a los 4 dias de
la diferenciacion. Las mediciones se realizaron con el objetivo 20x del microscopio. Se definieron
varias regiones de interés (ROI) (entre 30 y 40) en el campo de visién de la camara. 10 de las
ROls estaban libres de células, y la intensidad de fluorescencia medida aqui se considerd
background de fluorescencia (Fbg). Se analizd la variacion temporal de la emisién de
fluorescencia, y la intensidad de la fluorescencia (que permite determinar los niveles de
Ca?*intracelular.) Se representdé mediante pseudo colores en la opcion Rainbow del software ZEN
3.4. Para calcular los cambios en el promedio de las intensidades de fluorescencia relacionadas
con el Ca?*, se determind el valor de F bg a partir de la ROI libre de células, y luego se obtuvieron
las intensidades de fluorescencia en reposo (F.rest ) de las ROI que contenian células como el
promedio de los puntos registrados durante un periodo consecutivo de 10 s antes de la adicion
de acetilcolina. Los picos de los transitorios de fluorescencia se encontraron calculando la media
de seis puntos consecutivos e identificando aquellos puntos que daban el valor medio mas alto
(Fmax). Las amplitudes de los transitorios de fluorescencia relacionados con el Ca?* se
expresaron en relacién con la fluorescencia en reposo (AF/F) y se calcularon mediante la siguiente
férmula: AF/F = (F max - F rest )/(F rest - F bg ) . Se utilizé ImagedJ para calcular las intensidades

de fluorescencia. Los términos de intensidad de fluorescencia se utilizaron como un indicador
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indirecto de la concentraciéon de Ca?* intracelular. La evaluacién se repitid tres veces en

experimentos independientes (136, 184).

Las fotografias de microscopia de fluorescencia se adquirieron usando el microscopio Zeiss
Axiostar 50 Fluorescence con camara Zeiss AxioCam Cm1 y el equipo Floyd Cells Imaging
Station. Las imagenes de fluorescencia tomadas en el Zeiss Axiostar fueron editadas ZEN 3.4
Blue edition. Las imagenes resultantes fueron analizadas por el software ImageJ
(https://imagej.nih.goV/ij/). Las fotografias fueron editadas en el ZEN con los mismos parametros
estandarizados con los controles negativos. Posteriormente se transformaron en imagenes de 8

bits en ImageJ y se hallo la Intensidad de Fluorescencia Media (MFI).

10.8. Analisis estadistico de datos

En este disefio experimental se descongelaron dos viales de MSC (PSEN1-WT y -E280A), se
cultivaron y se pipeted la suspension celular a una densidad celular estandarizada de 1,5 x 10 4
células/cm 2 en diferentes pocillos de una placa de 24 pocillos. Las células (es decir, la unidad
biolégica y de observacion) se asignaron aleatoriamente a los pocillos mediante una
aleatorizacion simple (método de muestreo sin reemplazo) y luego los pocillos (es decir, las
unidades experimentales) se asignaron aleatoriamente a los tratamientos mediante un método
similar. Los experimentos se realizaron por triplicado Los datos de las réplicas individuales de los
pozos se promediaron para obtener un valor de n = 1 para ese experimento y esto se repitié tres
veces en un proceso doble ciego para el experimentador y/o el analista para obtener un valor final
de n = 3. Basandose en la suposicién de que los datos de la unidad experimental (es decir el
pozo) cumplian con la independencia de las observaciones, se verifico la normalidad de la
distribucion de la variable dependiente en cada grupo de tratamiento (prueba de Shapiro-Wilk) y
su homogeneidad de varianzas (prueba de Levene), se determind la significacion estadistica
mediante el anadlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la comparacién post hoc de
Tukey calculada con el software GraphPad Prism 8.0. Las diferencias entre grupos sélo se
consideraron significativas cuando un valor p <0,05 (*), <0,001 (**) y <0,001 (***). Todos los datos

se ilustran como media + desviacion estandar.
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CAPITULO XI: RESULTADOS

11.1 Las CME-CU transdiferenciadas a CSNC expresan marcadores VAChT y ChAT

colinérgicos.

La transdiferenciacion de MSCs a CSNCs conduce a un aumento de la expresion de proteinas
presentes en las neuronas colinérgicas relacionadas con la produccién y el transporte de
acetilcolina. Entre éstas los mas relevantes son el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT)
y la acetiltransferasa de colina (ChAT), por lo que son utilizadas como marcadores de linaje
colinérgico (124,162). Para evidenciar la regulacion de estas moléculas después de someter las
CME-CU al proceso de transdiferenciacion a CSNC se evalud la expresion de los marcadores
colinérgicos VAChT y ChAT en MSC-CU y CSNCs incubadas durante 7 dias con el medio Ch- N-
Rm por medio de inmunofluorescencia. En la figura 1 se observa que la expresién tanto de
VAChAT (fig. 1) como de ChAT (fig 1J) era significativamente mayor en CSNCs (fig 1 E-H) en
comparacion con las MSC-CU (mean respectivamente) (fig 1A-D), lo que avala que el proceso
de transdiferenciacién con el medio Ch-N-Run de CME-CU a células similares a neuronas de
linaje colinérgico (CSNC o ChLN por sus siglas en inglés) fue exitoso. Una vez confirmado el
modelo de transdiferenciacién colinérgico se quiso determinar el efecto de la rotenona en el
desarrollo de las vias neuropatoldgicas presentes en la EA, asi como el potencial neuroprotector

individual o combinado de la Curcumina el tramiprosato y el MB en estas vias.
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Figura 1. Las CME-CU transdiferenciadas a CSNC expresan marcadores VAChT y ChAT colinérgicos. Las
CME-CU (A-D) se cultivaron en Rcm durante 7 dias, mientras que Las CSNC (E-H) Fueron cultivadas en Ch- N-Rm
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como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias, las células se tifieron doblemente como se
indica en la figura con anticuerpos primarios contra VAChT (B,F) y ChAT (C,G) . Los nucleos se tifieron con Hoechst.
El merge permite la visualizacion de todas las sondas en 1 campo Cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por el andlisis de inmunofluorescencia. (C) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de ChAT. (D) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de VAChT. (H)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de MitoTracker Los blots y las figuras representan 1 de 3
experimentos independientes. ANOVA de una via, prueba Tukey post hoc. Los datos se presentan como media + SD
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

11.2 Los tratamientos con curcumina y tramiprosato no afectan la viabilidad celular,
mientras que la rotenona disminuye la viabilidad celular y el Azul de metileno (MB) reduce

la viabilidad celular de forma dependiente de la dosis a partir de 0,5 uM.

Para determinar el efecto de los tratamientos con curcumina, tramiprosato y azul de metileno
sobre la viabilidad celular, se expusieron los CSNC a concentraciones crecientes de estos
compuestos durante 4 dias, como se muestra en la Figura 2, los tratamientos con curcumina (fig
2A) y tramiprosato (fig 2C) no afectaron a la viabilidad celular a las concentraciones evaluadas (p
>0.05), por lo que para los demas experimentos se eligieron 2 concentraciones de curcumina (1
y 10 uM) y tramiprosato ( 50 y 250 uM) para evaluar en los demas experimentos si los efectos son
dependientes de la dosis. El azul de metileno redujo la viabilidad celular a concentraciones
superiores a 0,5 uM de forma dependiente de la dosis (fig 2B), por lo que se eligieron las
concentraciones de 0.25 y 0.5 uyM para los demas ensayos. Al comparar las CSNC sin tratar con
las expuestas a rotenona (fig 2B, 2C) se observa una disminucién de la viabilidad celular (100%
vs 57 %), causada probablemente por la disfuncién mitocondrial ocasionada por el citotoxico, lo
que confirma la capacidad de la rotenona en concentraciones de 50 uM durante 6 horas de inducir
muerte celular en las neuronas colinérgicas. Al analizar la viabilidad celular en las terapias
combinadas (1 uM de Curcumina + 0,25 yM de MB , 1 uM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato,
0,25 yM de MB + 50 yM de tramiprosato y 1 yM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25
MM de MB) (fig 2D) se determiné que la viabilidad celular no era estadisticamente significativa en

comparacién a las células sin tratar por lo que se mantuvieron sus concentraciones.
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Figura 2. Los tratamientos con curcumina y tramiprosato no afectan la viabilidad celular, mientras que la
rotenona disminuye la viabilidad celular y el Azul de metileno (MB) reduce la viabilidad celular de forma dosis
dependiente a partir de 0,5 pM. Las WJMSC fueron cultivadas en Ch- N-Rm como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, se cambid el medio por el medio RCM con los
tratamientos de curcumina (A) azul de metileno (B) y tramiprosato (C) respectivamente durante 4 dias. El tratamiento
con rotenona se incubd por 6 horas al final de las 96 horas (A-C). Posteriormente se retiré el medio RCM y se
afnadieron 200 uL de solucion de MTT y se incubaron durante 3 horas a 37 °C, finalmente se afiadieron 400 pL de
DMSO para diluir los cristales de formazan Cuantificacion de la densidad 6ptica (DO) obtenida por analisis
espectrofotométrico. El calculo de la supervivencia celular se realizé con la siguiente formula: (Densidad éptica del
tratamiento - Densidad 6ptica blanca) / (Densidad optica del control negativo - Densidad éptica blanca) * 100. Los
blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, prueba tukey post hoc. Los
datos se presentan como media £ SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).

11.3. La rotenona aumenta la produccion de EROs y disminuye el potencial de membrana
mitocondrial (AWm) en las CSNC.

El estrés oxidativo y la disfuncidén mitocondrial son eventos neuropatoldgicos tempranos en la EA
(61,78) derivados de la inhibicién de la CTE, lo que provoca la pérdida de AWYm vy el
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desacoplamiento de electrones, aumentando la produccién de H-O> y activando vias apoptéticas.
Para evaluar el estrés oxidativo celular se realiz6 una inmunofluorescencia con la sonda DCF-DA
para determinar si la expresion de H20: es detectable en CSNC vy si su produccion se ve afectada
por el inhibidor del complejo 1 rotenona, como se observa en la figura 3, las CSNC poseen una
produccion basal de H202 derivada de la produccion mitocondrial de ATP (fig 3A). También se
hallé6 que la rotenona aumenté significativamente la produccién de H20:2 (fig 3H, 3I, 4H, 4J) en
comparacion con las CSNC sin tratar. La rotenona al inhibir el complejo 1 de la CTE causa un
desacoplamiento prematuro de los electrones en la CTE, permitiendo que se unan a moléculas

de oxigeno, lo que aumentaria la presencia de EROs como el peroxido de hidrogeno (149).

Debido a la estrecha correlacion entre produccion de EROs y la disfuncién mitocondrial también
se evaluo el efecto del inhibidor del complejo 1 mitocondrial rotenona sobre él AWm por medio de
inmunofluorescencia con la sonda mitotracker. Como se observa en la figura 3 la rotenona
disminuyd significativamente el AWYm (fig 3H, 3J, 4H, 4J) en comparacion con las CSNC sin tratar,
al inhibir el complejo 1 de la CTE, lo que impide la respiracién celular y causa una disminucién de
la produccion de ATP, asi como alteraciones en la relacion de electrones entre la mitocondria y el
citoplasma, disminuyendo la electronegatividad de esta organela y derivando en disfuncién

mitocondrial (143) .

11.4 Los tratamientos con curcumina 1 yM, MB 0.5 pM, curcumina 1 yM + tramiprosato 50
MMy MB 0,25 uM + tramiprosato 50 uM disminuyeron la produccién de EROS, mientras que
el MB 0,25 pM + tramiprosato 50 uM aumenta el AWm.

Debido a que la curcumina, tramiprosato y MB son moléculas antioxidantes o inductoras de vias
de respuesta antioxidante, se decidid evaluar la produccion de H20». nuestros resultados indican
que los tratamientos de curcumina (10 pM) (fig 3C), tramiprosato ( 50 y 250 uM)(3D,3E) y azul
de metileno (0.25 yM) (3F) no afectaron significativamente la cantidad de H2O2 (p > 0.05),
mientras que el tratamiento con curcumina a 1uM (3B) y MB a una concentracion de 0.5 uM (3E)
disminuyd significativamente su produccion, la curcumina es una molécula antioxidante gracias a
la capacidad de sus grupos fendlicos de secuestrar radicales libres como el H2O2 (247), mientras
que el MB tiene una capacidad redox al reducirse a Leucometileno, confiriendo capacidades
antioxidantes (237). Debido a la estrecha relacién entre EO y disfuncion mitocondrial se evalu6 el
AWm en estos tratamientos por medio de inmunofluorescencia con la sonda mitotracker, para

determinar si la disminucién del EO se debia a un aumento del AWm, halldndose que los
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tratamientos con curcumina (3B, 3C), azul de metileno (fig 3D, 3E) y tramiprosato (3F, 3G) no

afectaron el potencial de membrana mitocondrial.

Para determinar si las terapias combinadas tambien podia tener un efecto en la regulacion de la
produccion de H202y el AWYm en las CSNC se realizé un andlisis de inmunofluorescencia con las
sondas DCF-DA y mitotracker. En la figura 4 se hall6é que los tratamientos de 1 uM de Curcumina
+ 50 uM de tramiprosato (fig 5D) y MB 0,5 uM + tramiprosato 50 uM (fig 4E) disminuyeron
significativamente la expresion de H2O: (fig 4G), lo que indica una posible sinergia entre la
activacion de vias gabaérgicas con el tramiprosato y la reduccién de EROs con compuestos
antioxidantes que incrementan el funcionamiento de la CTE, como la curcumina y el MB. En
cuanto al AWm el tratamiento con MB 0,5 pM + tramiprosato 50 yM aumenté significativamente
el AWm, indicando un incremento en la funcionalidad de la CTE, siendo una alternativa promisoria

en el tratamiento de la disfunciéon mitocondrial.

Hoesch DCF Mitotracker Merge
’ At/ A’
o
.
O
O
i

10 CC

R

0.25 MB

0.5 VB

50 TRM

Curcumin, Methylene blue and Tramiprosate (M)

50 ROT 250 TRM

90



*kk

*%

15000
2.0+ *

—
—

10000

5000

DCF Mean MFI (AU)
P
Mitotracker Mean MFI (AU)

0.5

0.0 0-
0 ROT  1CC  10CC 0.25MB 0.5MB 50 TRM 250 TRM 0 _BOT  4CC 10CC 0.25M8/0.5M8 50 TRM 250 TRM

no Treatment 50 M no Treatment 50 uM

Curcumin, Methylene blue and Tramiprosate concentration (uM) Curcumin, Methylene blue and Tramiprosate concentration (uM)

Figura 3. La rotenona aumenta la produccion de EROs y disminuye el AWm, mientras que los tratamientos
con curcumina 1 yM y MB 0.5 uM reduce la produccion de EROS. Las CME-CU fueron cultivadas en Ch- N- Rm
como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio fue
cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos de curcumina (B-C), azul de metileno (D-E),
tramiprosato (F-G) durante 4 dias. (A-G) el tratamiento con rotenona se incub6 por 6 horas al final de las 96 horas
(H) las células se tifieron con la sonda Mitotracker para analizar el AYm. La sonda DCF-DA se utiliza para cuantificar
la formacién de H20:. Los nucleos se tifien con Hoechst. El merge permite la visualizaciéon de todas las sondas en 1
campo Cuantificaciéon de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por analisis de
inmunofluorescencia. (l) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia DCF. (J) Cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia de MitoTracker. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de

una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).
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Figura 4. Los tratamientos con curcumina 1 pM + tramiprosato 50 yM y MB 0,25 pM + tramiprosato 50 uM
disminuyeron la producciéon de EROS, mientras que el MB 0,25 yM + tramiprosato 50 yM aumenté el AWYm.
Las CME-CU fueron cultivadas en Ch- N- Rm como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7
dias. Después de este tiempo, el medio fue cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos
combinados de curcumina+ MB (C), curcumina + tramiprosato (D), tramiprosato + MB (E) y curcumina+ MB +
tramiprosato (F) durante 4 dias. (A-F) el tratamiento con rotenona se incubo por 6 horas al final de las 96 horas. (B)
las células se tifieron con la sonda Mitotracker para analizar el AWm. La sonda DCF-DA se utiliza para cuantificar la
formacion de H202. Los nucleos se tifien con Hoechst. El merge permite la visualizaciéon de todas las sondas en 1
campo Cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por analisis de
inmunofluorescencia. (l) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia DCF. (J) Cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia de MitoTracker. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de

una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).

11.5 La rotenona aumenta la oxidacién de DJ1 y la fosforilacién de c-Jun. mientras que

disminuye la respuesta funcional a la acetilcolina de las CSNC.

Otra forma de medir la produccién de EROs de forma indirecta es por medio de Chaperonas
sensoras del estrés oxidativo como PARK7 o DJ1, esta proteina tienen residuos cisteina
antioxidantes en sus aminoacidos 46, 53 y 106, los cuales pueden captar radicales libres,
propiciando la oxidacién de los grupos sulfuro, principalmente de la cisteina 106 hasta acido
sulfénico, siendo el DJ1 oxidado en su cisteina 106 un indicador del aumento de EROs y ERNs
(248), por lo cual se estim6 por inmunofluorescencia la alteracion de la expresion del marcador
DJ1 oxidado en su residuo cisteina 106 en CSNC expuestas al citotdxico rotenona durante 4 dias.
Como se observa en la figura 5 la ROT (fig 6H, 6J) aumento significativamente la oxidacion de

DJ1 en su residuo Cys-106, indicando un aumento de EROs y un proceso de EO celular.
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Los mecanismos patolégicos del estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial producen la activacion
de quinasas activadas por mitdgenos o MAPK, en la EA una de las vias mediadas de quinasas
mas implicadas en la EA es la via de quinasas c-Jun N-terminal (JNK) que al ser fosforiladas van
a fosforilar a la proteina Tau y a la quinasa c-Jun en los residuos Ser63 y Ser73. (250) p-c-Jun es
un factor de transcripcion que al fosforilarse activa vias proapoptéticas que inducen la apoptosis
neuronal (81, 97), por lo que se determiné el efecto de ROT en la fosforilacion de c-Jun, hallandose
que la que la rotenona (fig 6H, 6l) regula positivamente la fosforilacion de c-Jun de forma
estadisticamente significativa, debido probablemente a que la disfuncion mitocondrial inducida por

el citotéxico causa una activacion de vias quinasas relacionadas con EO.

La disfuncién colinérgica es uno de los mecanismos neuropatoldgicos mas relevantes en la EAE.
al ser las neuronas colinérgicas el primer grupo neuronal afectado en la EA (50,54), principalmente
las neuronas de la corteza entorrinal y neuronas las piramidales del hipocampo, asi como las del
nucleo basal de Meynert (11,43). Estos grupos neuronales son importantes en procesos de
aprendizaje y memoria a largo plazo y para su comunicacién dependen de la sefializacién
mediante ACh, sin embargo se ha encontrado que los oligdmeros de AB se unen a los receptores
nicotinicos y muscarinicos, bloqueando el ingreso intracelular de calcio mediado por ACh,
inhibiendo la respuesta funcional al neurotransmisor, por ende se analizo el efecto de la rotenona
en la respuesta colinérgica mediante IF la sonda fluo3-AM, hallandose que la rotenona causoé
una disfuncion mitocondrial al disminuir la entrada intracelular de CA 2+ dependiente de este
neurotransmisor (fig 7H), lo que fue evidenciado por la disminucién del cambio entre los niveles

basales de Ca intracelular y los niveles inducidos por la estimulacion de ACh (fig 11G, 11H).

11.6 Los tratamientos con curcumina, MB y tramiprosato no afectan la oxidaciéon de DJ1,

ni la fosforilaciéon de c-Jun ni la respuesta funcional a la acetilcolina de las CSNC.

Al estimar por inmunofluorescencia la alteracion de la expresion del marcador DJ1 oxidado en su
residuo cisteina 106 en CSNC expuestas a los tratamientos con curcumina, tramiprosato y azul
de metileno, se encontré que tanto las CSNC sin tratar (5A) como las tratadas con curcumina (5B,
5C), azul de metileno (5D, 5E) y el tramiprosato (5F, 5G) mostraron niveles bajos de DJ-1 oxidado.
(Fig 6J) sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p <0.05), debido

probablemente a una baja produccion basal de EROs.

De la misma forma al analizar la expresion de p-c-Jun en CSNC expuestas a los tratamientos con

curcumina, tramiprosato y MB durante 4 dias. Los resultados indican que las CSNC sin tratar (5A)
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como las tratadas con curcumina (5B, 5C), azul de metileno (4D, 4E) y el tramiprosato (5F, 5G)
mostraron niveles casi indetectables de p-c-Jun con valores similares entre si (p <0.05) (fig 5J),

debido probablemente a que no habia un ambiente oxidativo que activara las MAPK quinasas,

Al no hallar diferencias significativas entre las CSNC sin tratamiento y las células tratadas con los
tratamientos individuales se buscé determinar si las terapias combinadas podrian tener un efecto
en la regulacion del estrés oxidativo y la activacidén de vias quinasas proapoptéticas, evidenciadas
por la oxidaciéon del marcador de estrés oxidativo DJ1-Ox en su residuo cisteina 106 y la
fosforilacién del marcador proapoptético P-C-Jun respectivamente. En la figura 6 se evidencié que
los tratamientos combinados (1 uM de Curcumina + 0,25 yM de MB (fig 6C), 1 uM de Curcumina
+ 50 uyM de tramiprosato (fig 6D), 0,25 uM de MB + 50 uM de tramiprosato (fig 6E) y 1 uM de
Curcumina + 50 uyM de tramiprosato + 0,25 yM de MB (fig 6F)) tampoco modificaron estos

marcadores patolégicos en CSNC WT.

la disfuncidn colinérgica es una caracteristica importante de la EA (29,44), por lo que se decidid
verificar la respuesta funcional a la ACh (1mM) por el ingreso intracelular de Ca2* de las CSNC
mediante inmunofluorescencia con la sonda fluo3-AM. Los resultados de la figura 7 evidencian
que el ingreso de calcio mediado por receptores colinérgicos no vario significativamente (p <0.05)
entre las células sin tratar y las CSNC incubadas con las terapias individuales de curcumina (fig
7B, 7C). MB (fig 7D, 7E) y tramiprosato (fig 7F, 7G) presentando un cambio de fluorescencia
promedio (AF/F) de 2,04 £1,00,, 0,80 + 0,37, 0,87+ 0.41, 0,86 £ 0.43, 0,72 £ 0.43, 1,29 +
0.63,1,094 + 0.54 y -0,18 £ 0,08 respectivamente, con una duracion media de 40 = 10 s (fig 71,
7J).

Al no encontrar diferencias significativas en la respuesta funcional a ACh entre las ChLN sin
tratamiento y las células incubadas con los tratamientos individuales se buscé determinar si las
terapias combinadas podrian tener un efecto en la entrada intracelular de calcio mediada por la
activacion de receptores ionotropicos dependientes de acetilcolina, como los receptores
nicotinicos y muscarinicos. En la figura 8 se halld que los tratamientos combinados (1 uM de
Curcumina + 0,25 uM de MB (fig 8C) , 1 uM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato (fig 8D), 0,25
MM de MB + 50 uM de tramiprosato (fig 8E) y 1 yM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato +
0,25 uM de MB (fig 8F)) tampoco modificaron el flujo intracelular de Ca2* en respuesta a la ACh
en las ChLN (fig 8G y8H), presentando un cambio de fluorescencia promedio (AF/F) de 1,98 +
1,00, 0,18 +£0.08, 0,58 +0.32, 0,56 £ 0,33, 0,51 0,29 y 0,33 £ 0,26 respectivamente, con una
duracion media de 40 + 10 s (fig 8A-F).. Esto se explica por la falta de disfuncién colinérgica en
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las CSNC en su estado basal, demostrando que los tratamientos evaluados no afectaron la

transmision mediada por ACh en neuronas sanas.
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Figura 5. Los tratamientos individuales con curcumina, MB y tramiprosato no afectan la oxidaciéon de DJ1, ni
la fosforilacién de c-Jun en las CSNC. Las CME-CU fueron cultivadas con el medio Ch- N-Rm para su
transdiferenciacion a CSNC tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después
de este tiempo, el medio fue cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos de curcumina (B-
C), azul de metileno (D-E) o tramiprosato (F-G) durante 4 dias. (A-G). Las células se tifieron con el anticuerpo para
P-C JUN (') para analizar la expresién de los mercados proapoptéticos. El anticuerpo para DJ1-Ox-Cys 106 (™) se
utilizé para evaluar el estrés oxidativo. Los nucleos se tifieron con Hoechst. El merge permite la visualizacion de todas
las sondas en 1 campo. Se realizd una cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes
obtenidas por el analisis de inmunofluorescencia. (H) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de P-CJUN. (1)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de DJ1-Ox-Cys 106. Los blots y las figuras representan 1 de 3
experimentos independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + DE (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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Figura 6. Los tratamientos combinados con curcumina, MB y tramiprosato no afectan la oxidacién de DJ1, ni
la fosforilaciéon de c-Jun en las CSNC. Las CME-CU fueron cultivadas con el medio Ch- N-Rm para su
transdiferenciacion a CSNC tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después
de este tiempo, el medio fue cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos combinados de
curcumina+ MB (C), curcumina + tramiprosato (D), tramiprosato + MB (E), curcumina+ MB + tramiprosato (F) y
rotenona (H).. Las células se tifieron con el anticuerpo para P-C JUN (') para analizar la expresién de los mercados
proapoptéticos. El anticuerpo para DJ1-Ox-Cys 106 (™) se utilizé para evaluar el estrés oxidativo. Los nicleos se
tiferon con Hoechst. El merge permite la visualizacién de todas las sondas en 1 campo. Se realiz6 una cuantificacion
de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por el analisis de inmunofluorescencia. (H)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de P-c-Jun. (I) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de
DJ1-Ox-Cys 106. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, post

hoc Tukey. Los datos se presentan como media + DE (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001)

Light

1CC

10 CC

)
=
n
=

Curcumin, Methylene blue and Tramiprosate (uM)
0.25 MB

g
. 12N
PQ,«\ '

250 TRM 50 TRM

ROT




= Control- = ROTS0pM « CC1pM = CC10pM = MBO2SpM = MBOSuM ~ TRMS0uM = TRM 250 pM n

. ACh

AF/F

0 10 20 30 40 50 60 a\‘; & & < & & \\C\ -~

Figura 7. Los tratamientos individuales de curcumina, MB y tramiprosato no afectan la respuesta funcional a
la acetilcolina de las CSNC. Las CME-CU se cultivaron en Ch- N-Rm para su transdiferenciacion a CSNC como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio se cambid por
medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos de curcumina (B-C), azul de metileno (D-E), tramiprosato (F-G)
durante 4 dias. (B-G), asi como de rotenona durante 6 horas (H) Después de 4 dias de tratamiento medimos las
imagenes de lapso de tiempo (0, 10, 20, 30, 40 , 50, 60 s) de la fluorescencia de Ca?* en respuesta al tratamiento
con ACh. Se inyecté ACh en el cultivo a los 0 s (flecha). A continuacion, se monitored la fluorescencia de Ca?* de las
células en los tiempos indicados. El contraste de color indica la intensidad de la fluorescencia: azul oscuro < azul
claro < verde < amairillo < rojo. (E, F) . (I) Sefial de fluorescencia media normalizada (AF/F) a lo largo del tiempo de
las células que indica la elevacion temporal del Ca?* citoplasmatico en respuesta al tratamiento con ACh. (J)
Comparacién de la cuantificacién del cambio de fluorescencia a lo largo del tiempo entre tratamientos. Los blots y
las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se

presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001)
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Figura 8. Los tratamientos combinados de curcumina, MB y tramiprosato no afectan la respuesta funcional a
la acetilcolina de las CSNC. Las CME-CU se cultivaron en Ch- N-Rm para su transdiferenciacién a CSNC como se
describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio se cambid por
medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos combinados de curcumina + MB (C), curcumina + tramiprosato
(D), tramiprosato + MB (E), curcumina + MB + tramiprosato (F) durante 4 dias. (B-G), asi como con Rotenona (H)
durante 6 horas. Después de 4 dias de tratamiento medimos las imagenes de lapso de tiempo (0, 10, 20, 30, 40, 50,
60 s) de la fluorescencia de Ca?* en respuesta al tratamiento con ACh. Se inyecté ACh en el cultivo a los 0 s (flecha).
A continuacidn, se monitored la fluorescencia de Ca?* de las células en los tiempos indicados. El contraste de color
indica la intensidad de la fluorescencia: azul oscuro < azul claro < verde < amarillo < rojo. (E, F). (I) Sednal de
fluorescencia media normalizada (AF/F) a lo largo del tiempo de las células que indica la elevacion temporal del Ca?*
citoplasmatico en respuesta al tratamiento con ACh. (J) Comparacion de la cuantificacion del cambio de fluorescencia
a lo largo del tiempo entre tratamientos. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes.

ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001)

11.7 La rotenona induce la fosforilacion de Tau y la activacion de Caspasa 3 en las CSNC.

Existen multiples mecanismos patoldgicos en la EA que inducen expresion y la activacion de las
caspasas ejecutoras como Caspasa 3 que desencadena la apoptosis en la neuronas colinérgicas
(81, 97, 250). Asimismo, la fosforilacion de tau a P-Tau en sus residuos Ser202/Thr205 es un
biomarcador temprano de la EA(35,251) y la hiperfosforilacién de tau causa la disociacién de este
de los microtubulos y ademas genera la formacién de agregados de P-Tau (NFT) un marcador
neuropatolégico caracteristico de EA, por lo que se evalué el efecto de la ROT en ambos
marcadores Para determinar si la neurotoxina aumentaba el marcador proapoptético caspasa 3
y el marcador de agregacién proteica p-Tau Ser202/Thr205, esto se realiz6 mediante un analisis
de inmunofluorescencia. En la figura 9B se hallé que la rotenona aumentd significativamente los

2 marcadores, probablemente al inducir disfuncién mitocondrial y EO que activan vias de quinasas
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proapoptéticas que hiperfosforilan Tau y que inducen la activacion de la via intrinseca de la

apoptosis mediada por caspasa 3 (148,261).

11.8 El tratamiento con tramiprosato a 50 pyM disminuye la expresion del marcador
proapoptético caspasa 3, mientras que las concentraciones de 250 uM de tramiprosato y

0.25 uM de MB redujeron fosforilaciéon de Tau.

Al investigar el efecto de los tratamientos con curcumina, tramiprosato y azul de metileno sobre la
expresion del marcador de agregacion proteica P-tau y el marcador proapoptoético Caspasa 3 en
las CSNCs por medio de inmunofluorescencia luego de 4 dias de incubacién con los compuestos
se visualizé que los tratamientos de curcumina (fig 9B, 9C) , MB (fig 9D, 9E) y tramiprosato (fig
8G) no alteraron la expresién de este marcador de apoptosis (p <0.05) (fig 9l) . El tramiprosato a
50 uM (fig 9F, 9I) redujo de forma estadisticamente significativa la expresion de caspasa 3. Este
compuesto se caracteriza por inhibir vias apoptéticas al inhibir quinasas proapoptéticas de forma
dependiente a receptores gabaérgicos (183). Los demas tratamientos evaluados no modificaron

la activacion de caspasa (fig 9l).

Al analizar el efecto de los tratamientos en la hiperfosforilacion de Tau se hall6 que las
concentraciones de 250 uM de tramiprosato (fig 8G) y 0.25 yM de MB (fig 9E) disminuyeron la
expresion de P-Tau en sus residuos Ser202/Thr205. Se ha reportado que ambos compuestos
inhiben la hiperfosforilacion de Tau por inhibicion de quinasas como GSK-3B y CDK5. Asi mismo
el MB se une a residuos de cisteina de Tau inhibiendo su oligomerizacion. Los demas tratamientos
individuales (fig 9B-G y 9J) no modificaron la fosforilacién de de Tau (fig 9J). De igual forma
ninguno de los tratamientos combinados (1 uM de Curcumina + 0,25 uM de MB (fig 9C), 1 uM de
Curcumina + 50 uM de tramiprosato (fig 10D), 0,25 uM de MB + 50 uM de tramiprosato (fig 10E)
y 1 yM de Curcumina + 50 yM de tramiprosato + 0,25 yM de MB (fig 10F)) altero la expresién de
caspasa 3 ni de p-Tau.(fig 10G, 10H)
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Figura 9. El tratamiento con tramiprosato a 50 uM disminuye la expresion del marcador proapoptético
caspasa 3, mientras que las concentraciones de 250 pM de tramiprosato y 0.25 pM de MB redujeron
fosforilacion de Tau.Las MCE-CU fueron cultivadas en Ch- N-Rm para su transdiferenciaciéon a CSNC tal y como
se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio fue cambiado
por el medio de cultivo regular (RCm) con los tratamientos de curcumina (B-C), azul de metileno (D-E) o tramiprosato
(F-G) durante 4 dias. (B-G) Las células se tifien con el anticuerpo para la Caspasa 3 (') para analizar la expresion de
los mercados proapoptéticos. El anticuerpo para P-Tau Ser202/Thr205 (™) se utiliza para evaluar la formacion de
NFT. Los nucleos se tifien con Hoechst. El merge permite la visualizacion de todas las sondas en 1 campo.
Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por el analisis de
inmunofluorescencia. (I) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la Caspasa-3. (J) Cuantificaciéon de la
intensidad de fluorescencia de P-Tau. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes.
ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).
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Figura 10. La rotenona induce la fosforilaciéon de Tau y la activaciéon de Caspasa 3 en las CSNC.Las CME-CU
se cultivaron en Ch- N-Rm para su transdiferenciacion a CSNC como se describe en la seccion de Materiales y
Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio se cambié por medio de cultivo regular (RCm) con los
tratamientos de curcumina+ MB (C), curcumina + tramiprosato (D), tramiprosato + MB (E), curcumina+ MB +
tramiprosato (F) durante 4 dias, asi como de rotenona durante 6 horas (H) Después de 4 dias de tratamiento medimos
las imagenes de lapso de tiempo (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 s) de la fluorescencia de Ca2* en respuesta al tratamiento
con ACh. Se inyecto ACh en el cultivo a los 0 s (flecha). A continuacién, se monitoreé la fluorescencia de Ca?* de las
células en los tiempos indicados. El contraste de color indica la intensidad de la fluorescencia: azul oscuro < azul
claro < verde < amarillo < rojo. (E, F). (I) Sefial de fluorescencia media normalizada (AF/F) a lo largo del tiempo de
las células que indica la elevacion temporal del Ca?* citoplasmatico en respuesta al tratamiento con ACh. (J)
Comparacion de la cuantificacion del cambio de fluorescencia a lo largo del tiempo entre tratamientos. Los blots y
las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se

presentan como media £+ SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).

11.9. El tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato no logré revertir la
pérdida del AWm ni el incremento de oxidacién de DJ1, ni la fosforilacion de c-Jun en CSNC

expuestas a rotenona.

Al haber validado el uso de la rotenona como método quimico para la simulacion de los
mecanismos neuropatoldgicos presentes en la EA, al emular la disfuncion mitocondrial, el EO, La
activacién de vias proapoptéticas, la hiperfosforilacion de Tau , la disfuncién colinérgica y la
muerte neuronal en las CSNC se decidio evaluar el efecto de la terapia combinada de la 1 uM de
Curcumina + 50 yM de tramiprosato + 0,25 uM de MB incubada con rotenona 50 uM en CSNC
durante 6 horas para determinar si este tratamiento podria revertir los efectos degenerativos de
este inhibidor del complejo 1 mitocondrial. Para ello se verifico el mantenimiento del AWYm por
inmunofluorescencia usando la sonda mitotracker. En la figura 11 se visualizé que el AWm de las
CSNC incubadas con el tratamiento combinado y la rotenona simultaneamente (fig 11D) no varié
de forma significativa (p <0.05) en comparacion a las células incubadas unicamente con rotenona
(fig 11B), por lo que se puede concluir que el tratamiento combinado de curcumina, MB y
tramiprosato no logré revertir la pérdida del AWm inducida por la rotenona, probablemente por el

poco tiempo expuesto al tratamiento o por la baja concentracion de las moléculas usadas.

Debido a que el estrés oxidativo y la apoptosis son mecanismos neuropatoldgicos clave en la EA
se decidié evaluar el efecto de la terapia combinada de 1 uM de Curcumina + 50 uM de
tramiprosato + 0,25 uM de MB en la inhibicién de estos mecanismos inducidos por rotenona 50

MM en las CSNC, por lo que los compuestos fueron dejados durante 6 horas para determinar
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por inmunofluorescencia si este tratamiento podria revertir la oxidacion de DJ1 Cys106 o la
fosforilacion del factor de transcripcidén c-Jun. La figura 12 muestra que la expresién de ambos
marcadores patologicos en las CSNC incubadas con el tratamiento combinado y la rotenona
simultaneamente (fig 12D) no fueron significativamente diferentes (p <0.05) a los hallados en las
células incubadas con rotenona (fig 12B). Sin embargo ambas condiciones variaron
significativamente de las CSNC sin tratamiento (fig 12A, 12E). lo que indica que la rotenona
aumenta la produccion de H202 que oxida DJ1-Cys-106 y activa la via JNK y que el tratamiento

combinado no logro revertir estas alteraciones.
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Figura 11. El tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato no logré revertir la pérdida del AWYm
en CSNC expuestas a rotenona. Las CME-CU fueron cultivadas en Ch- N- Rm como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio fue cambiado por el medio de cultivo regular
(RCm) sin tratamiento (A), con rotenona 50 yM (B). con los tratamientos combinados de 1 yM de Curcumina + 50 uM
de tramiprosato + 0,25 yM de MB (C), y con los tratamientos combinados de 1 yM de Curcumina + 50 yM de
tramiprosato + 0,25 pM de MB incubados simultdneamente con 50 uM de rotenona (D), durante 6 horas. (A-D) las
células se tifieron con la sonda Mitotracker para analizar el AYm. Los nucleos se tifien con Hoechst. El merge permite
la visualizacion de todas las sondas en 1 campo. (E) Cuantificacién de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de
las imagenes obtenidas por analisis de inmunofluorescencia. (I) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia

DCF. (J) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de MitoTracker. Los blots y las figuras representan 1 de 3
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experimentos independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p >
0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).
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Figura 12. El tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato no logré revertir el incremento de
oxidacion de DJ1, ni la fosforilacion de c-Jun en CSNC expuestas a rotenona. Las CME-CU fueron cultivadas
en Ch- N- Rm como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el
medio fue cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) sin tratamiento (A), con rotenona 50 uyM (B). Con los
tratamientos combinados de 1 uM de Curcumina + 50 yM de tramiprosato + 0,25 yM de MB (C), y con los tratamientos
combinados de 1 yM de Curcumina + 50 pyM de tramiprosato + 0,25 yM de MB incubados simultaneamente con 50
MM (D), durante 6 horas. (A-D). Las células se tifieron con el anticuerpo para P-C JUN (') para analizar la expresion
de los marcadores proapoptoticos. El anticuerpo para DJ1-Ox-Cys 106 (™) se utilizé para evaluar el estrés oxidativo.
Los nucleos se tifieron con Hoechst. El merge permite la visualizacion de todas las sondas en 1 campo. Se realizé
una cuantificaciéon de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por el analisis de
inmunofluorescencia. (E) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de P-C-JUN. (F) Cuantificacion de la

intensidad de fluorescencia de DJ1-Ox-Cys 106. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos
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independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + DE (*p > 0,05; **p > 0,01;
***p > 0,001).

11.10 EI tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato disminuyé la
hiperfosforilaciéon de Tau, mejoré la respuesta funcional a acetilcolina y restablecid

parcialmente expresion de caspasa 3 en las CSNC expuestas a rotenona.

La Taupatia y la activacion de caspasas son 2 de los mecanismos patolégicos mas importantes
en el desarrollo de EA al provocar dafio en el transporte axonal y apoptosis respectivamente, por
lo que se decidié evaluar si la terapia combinada (1 pM de Curcumina + 50 yM de tramiprosato
+ 0,25 uM de MB) podia revertir la hiperfosforilacion de Tau y la expresion de Caspasa 3 inducida
por ROT en un modelo de alzheimer de CSNC, para determinar esto se realizé una IF para ambos
marcadores en 4 condiciones. 1- sin tratamiento (fig 13A) , 2-incubadas con rotenona 50 uM
durante 6 horas (fig 14B). 3-tratamientos combinados de 1 uyM de Curcumina + 50 uM de
tramiprosato + 0,25 yM de MB durante 6 horas (fig 13C), y 4-con los tratamientos combinados de
1 UM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25 uM de MB incubados simultdneamente con
rotenona a 50 yM (fig 13D). La figura 14 evidencia que el tratamiento combinado disminuye la
fosforilacién de Tau inducida por rotenona en sus residuos Ser202/Thr205 a niveles similares a
las células sin el compuesto neurotoxico (fig 13F). La terapia combinada también disminuye la
expresion de caspasa 3 en cultivos con rotenona, en comparacion al cultivo expuesto
exclusivamente al citotoxico. Sin embargo, aun presentaba una diferencia significativa en
comparacion a las células sin tratamiento o solo con el tratamiento combinado, por lo que la
terapia combinada de los 3 compuestos aunque disminuye los niveles celulares de CASP3 no

reduce su expresion hasta niveles basales.

Otro mecanismo patogénico relevante en EA es la disfuncién colinérgica. Los neurotransmisores
permiten la comunicacion neuronal al inducir potenciales de accidén por activacién de receptores
ionotropicos, que permiten la entrada y salida de iones.o que permite la transmisién de informacion
entre neuronas. Existen grupos neuronales especializados en la produccién de ciertos
neurotransmisores, como las neuronas colinérgicas que pueden producir ACh. Sin embargo, en
la EA la induccién del ingreso intracelular de calcio por ACh esta disminuida. En la figura 10 se
evidencio que la rotenona disminuye la respuesta funcional de las CSNC a la ACh, por lo que se
evaluo si el tratamiento combinado lograba revertir esa disfuncion colinérgica. En la figura 15 se

evidencioé que en comparacion con el tratamiento con rotenona que la respuesta a ACh (fig 14B),
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el tratamiento combinado incubado con el citotéxico (fig 15D) logré restaurar el flujo de calcio
inducido por ACh en las CSNC, no habiendo diferencias significativas (fig 14E, 14F) en

comparacion con el control negativo (p <0.05) (fig 14A, 14E).
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Figura 13. El tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato disminuy®6 la hiperfosforilacion de Tau
y restablecié parcialmente expresion de caspasa 3 en las CSNC expuestas a rotenona. Las CME-CU fueron
cultivadas en Ch- N- Rm como se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este
tiempo, el medio fue cambiado por el medio de cultivo regular (RCm) sin tratamiento (A), con rotenona 50 uM (B).
Con los tratamientos combinados de 1 yM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25 yM de MB (C), y con los
tratamientos combinados de 1 pyM de Curcumina + 50 yM de tramiprosato + 0,25 yM de MB incubados
simultaneamente con 50 uM (D), durante 6 horas. (A-D). Las células se tifieron con el anticuerpo para la Caspasa 3

(') para analizar la expresion de los mercados proapoptéticos. El anticuerpo para P-Tau Ser202/Thr205 se utiliza
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para evaluar la formacion de NFT. Los nucleos se tifien con Hoechst. El merge permite la visualizacion de todas las
sondas en 1 campo. Cuantificacion de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las imagenes obtenidas por el
analisis de inmunofluorescencia. (I) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de la Caspasa-3. (J)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de P-Tau. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos
independientes. ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01;
***p > 0,001).
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Figura 14. El tratamiento combinado de curcumina, MB y tramiprosato mejoré significativamente la respuesta
funcional a acetilcolina en las CSNC expuestas a rotenona. Las CME-CU fueron cultivadas en Ch- N- Rm como
se describe en la seccion de Materiales y Métodos durante 7 dias. Después de este tiempo, el medio fue cambiado
por el medio de cultivo regular (RCm) sin tratamiento (A) con rotenona 50 uM (B) con los tratamientos combinados
de 1 uM de Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25 uM de MB (C), y con los tratamientos combinados de 1 yM
de Curcumina + 50 uM de tramiprosato + 0,25 yM de MB incubados simultaneamente con 50 uM (D), durante 6
horas. (A-D). Después de 6 horas de tratamiento medimos las imagenes de lapso de tiempo (0, 10, 20, 30, 40, 50,
60 s) de la fluorescencia de Ca?* en respuesta al tratamiento con ACh. Se inyecté ACh en el cultivo a los 0 s (flecha).
A continuacién, se monitoreé la fluorescencia de Ca?* de las células en los tiempos indicados. El contraste de color
indica la intensidad de la fluorescencia: azul oscuro < azul claro < verde < amarillo < rojo. (E, F). (E) Sefal de
fluorescencia media normalizada (AF/F) a lo largo del tiempo de las células que indica la elevacion temporal del Ca2*
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citoplasmatico en respuesta al tratamiento con ACh. (F) comparacion de la cuantificacion del cambio de fluorescencia
a lo largo del tiempo entre tratamientos. Los blots y las figuras representan 1 de 3 experimentos independientes.
ANOVA de una via, post hoc Tukey. Los datos se presentan como media + SD (*p > 0,05; **p > 0,01; ***p > 0,001).
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CAPITULO XII. DISCUSION

La EA es un trastorno neurodegenerativo derivado de la muerte de las neuronas colinérgicas en
las zonas subcorticales y corticales del cerebro, principalmente a nivel hipocampal (44). Aunque
en investigaciones iniciales se teorizaba que esta entidad clinica era causada principalmente por
el aumento en la formacién intra y extracelular de oligébmeros, fibrillas y placas seniles compactas
del péptido AB (44), (25), estudios recientes sugieren que la amiloidosis no es el Unico mecanismo
causal de la EAE, al no encontrarse una correlacion entre la cuantificacion de PS y el desarrollo

de EA en los pacientes (253).

Recientemente se han dilucidado otros mecanismos patogénicos involucrados en esta
enfermedad, uno de ellos es la hiperfosforilacién de Tau, inducida por EO o condiciones celulares
adversas que provocan la activacién de quinasas inducidas por mitdgenos como CDK5 o GSK-3f3
(46, 251). El exceso de grupos fosfatos genera que Tau se disocie de los microtubulos, alterando
el transporte de neurotransmisores y el mantenimiento y la formacién de sinapsis. Asi mismo, p-
Tau tiende a oligomerizarse entre si, formando NFT, los cuales son citotoxicos al causar disfuncion
autofagica, formar lesiones mecanicas en las membranas celulares e inducir neuroinflamacién
(47).

Otro mecanismo presente en EA es la disfunciéon mitocondrial, que se da por un aumento crénico
del Ca?* intracelular inducido por la union del AR a los receptores ionotropicos AMPAR y NMDA,
lo que deriva en la activacion de las calpainas y de la ciclofilina D, formando esta ultima poros en
la membrana mitocondrial. EI AR también tiene la capacidad de unirse e inhibir los complejos |, Il
y IV de la CTE (69), disminuyendo la OXPHOS y el mantenimiento del potencial de membrana
mitocondrial (72), al inhibirse el paso de los electrones por el complejo IV que los une a atomos
de Hidrégeno y Oxigeno para formar H2O, estos electrones quedan desacoplados, por lo que se
unen al Oxigeno libre para formar EROs como el anion superoxido y H202 (65). Asi mismo el AR
se une a metales pesados como Fe y Cu, aumentando la formacion de H202 (91,100). Este
fendmeno de aumento de EROs se conoce como EO. Para paliar esto la célula activa vias de
respuesta antioxidante como NRF2/ARE (62), o induce la produccién de chaperonas antioxidantes
sensoras de EO como DJ1 (248). Sin embargo cuando el EO es crénico y hay un ambiente
prooxidante a nivel celular se induce la activacion de vias MAPK proapoptoéticas como JNK 'y P53;
c-jun es un factor de transcripcién que es fosforilado por la quinasa JNK (248) e induce la
expresion de la proteina PUMA, que secuestra las proteinas BCL-XL y BCL-2, impidiendo su

unién e inhibicién con las proteinas proapoptéticas BAX y BAD, las cuales al estar libres forman
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poros mitocondriales, provocando la salida del citocromo ¢ (61), lo que inicia la via intrinseca o de
la apoptosis, permitiendo la formacion por CAPS9 y APAF del apoptosoma, este escinde y activa
la CASP3 que ejecuta el proceso de apoptosis o necrosis, culminando en la muerte neuronal
(80).

Sin embargo, aun no se conoce completamente el funcionamiento de muchas de estas vias
patolégicas en EA, por lo que se requieren modelos de estudio que simulan el desarrollo de la EA
en las neuronas colinérgicas para entender la fisiologia de esta afeccién (129). Sin embargo
muchos de los modelos de estudio aun se enfocan exclusivamente en la amiloidosis, usando
modelos in vitro e in vivo con un incremento de la produccién del AR, lo que deja de lado los otros
mecanismos neuropatoldgicos implicados en EAE como el desarrollo de taupatias, EO, disfuncion
mitocondrial, disfuncién colinérgica, disfuncién sinaptica y muerte neuronal (32), lo cual hace
necesario el desarrollo de modelos de estudio de EA que induzca todas estas vias patologicas
para un entendimiento integral de la fisiopatologia de la enfermedad, asi como para el ensayo de
posibles tratamientos farmacoldgicos, o que permitiria replicar mejor los posibles efectos de los

compuestos en los pacientes.

En este estudio se valido la transdiferenciacion de CME-CU a CSNC mediante el medio
cholinergic neuron run. Logramos observar el aumento de la expresion de los marcadores
neuronales colinérgicos ChAT y VAChT, fundamentales en la sintesis y transporte de acetilcolina
(6), haciendo de este modelo una plataforma excelente para el estudio de enfermedades

neurodegenerativas en neuronas colinérgicas.

En este trabajo también se logro validar el uso de ROT como una posible neurotoxina citotdxica
inductora de EO, evaluandola a concentraciones de 50 uM durante 6 horas como modelo de
induccién de EAE en CSNC. Es importante resaltar que aunque anteriormente se ha usado la
rotenona in vivo e in vitro como modelo de induccion de de enfermedad de parkinson y aunque
se han realizado algunas investigaciones sobre la induccién de la fosforilacion de Tau y la
agregacion de AB en neuronas colinérgicas de ratén (148,261), este es el primer abordaje del
uso de la rotenona como modelo quimico para el modelamiento de los mecanismos
neuropatologicos de EA en un modelo in vitro de neuronas colinérgicas de origen humano. En
este trabajo la rotenona causo una disminucién significativa del AYm medido por una disminucién
de la oxidacion de la sonda mitocondrial Mitotracker, que fluoresce en estado oxidado , esto se
explica por la inhibicién de este compuesto del complejo | de la CTE (143) , lo que impide la

respiracion celular y la produccion de ATP, lo que provoca el desacoplamiento los electrones a
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moléculas de Oxigeno y Nitrégeno formando EROs y ERNs e induciendo disfuncién mitocondrial
por fuga de electrones al citoplasma o por falla del acoplamiento electrénico de aceptor NADPH

en la CTE (64), disminuyendo la diferencia de voltaje entre la mitocondria y el citoplasma.

Esto también explica el resultado del aumento significativo en la formacion de H202 y la induccién
de estrés oxidativo medido por el aumento de fluorescencia de DCF-DA y un mayor marcaje de
la chaperona sensora de EO DJ1-Ox Cys 106 respectivamente, porque la disfuncion mitocondrial
aumenta la produccién de EROs y en especial de H20>. EI DCF desacetilado en el citoplasma por
esterasas (H2DCF) se oxida con el peréxido de hidrogeno a DCF que es fluorescente (254). Asi
mismo los radicales libres oxidan los residuos antioxidantes de cisteina de DJ1, en especial el
residuo 106 a SOH, SO2H y SO3H, los primeros 2 estados son enzimaticamente reversibles, pero
su oxidacion a acido sulfénico es un cambio oxidativo irreversible que inactiva las funciones de

la proteina e indica un ambiente prooxidante en las neuronas. (243)

El estrés oxidativo y la disfuncidon mitocondrial inducido por la rotenona podria activar vias de las
MAPK quinasas como JNK por el aumento de EROs y la deplecion de ATP (81). La quinasa JNK
fosforila el factor de transcripcidon c-Jun (250), lo que explicaria el incremento de p-c-Jun en
nuestros resultados. este FT activa la expresion de proteinas proapoptoticas como PUMA, que
disocia BCL-2 de BAX y BAD permitiendo a estas ultimas formar poros e inducir la salida de
citocromo c, lo que activa la via intrinseca de la apoptosis derivando en la escision de la caspasa
ejecutora de la apoptosis CASP3 (80), lo cual confirmamos experimentalmente al hallar un
aumento en la expresion de esta caspasa, lo que causa muerte neuronal por necrosis o

apoptosis.,explicando la disminucion de la viabilidad neuronal hallada en el ensayo de MTT.

Anteriormente se menciond que el EO activa las quinasas dependientes de mitdgenos como
CDKS5, JNK o GSK-3pB y que fosforilan los residuos serina/treonina de diversas moléculas, entre
ellas Tau. Nuestros resultados arrojan que la rotenona incrementa la hiperfosforilacion de esta
proteina en sus residuos Ser202/Thr205, esta conformacion esta asociada con disociacion
microtubular y formacién de NTF (251), lo que indica un dafio a nivel citoestructural en las CSNC
asi como posibles alteraciones en la formaciéon y estabilizacion sinaptica, el transporte de

neurotransmisores, y la autofagia, por el exceso de oligobmeros de p-Tau (32).

En estudios previos con neuronas dopaminérgicas y colinérgicas de neuronas murinas se ha
reportado que la rotenona inhibe la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE),

aumentando la expresién y senalizacion de ACh. (255) . Contrariamente en este estudio hallamos
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una disminucién intracelular de calcio mediada por ACh, esto se deba probablemente a que las
EROs producida por rotenona activan los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) y receptores
de rianodina (RyR) de los compartimientos de calcio del reticulo endoplasmico (256) permitiendo
su salida constante. lo que causa un incremento crénico de calcio y, con ello una disminucién
entre la proporcion intracelular de Ca2* a nivel basal y mediado por la activacién de los receptores
muscarinicos y nicotinicos dependientes de ACh (n7 nAChRs) (44), indicando una disfuncion
colinérgica en estas CSNC. Estos hallazgos permiten determinar que el uso de la rotenona en
CSNC es un excelente modelo de estudio al activar multiples mecanismos patologicos hallados
en EA.

En cuanto a los abordajes farmacoldgicos de la EA, solo hay 6 medicamentos aprobados, los
cuales sélo son sintomaticos y ninguno revierte la neurodegeneracién, evidenciando la carencia
de tratamientos efectivos para los pacientes con EA (169). Debido a lo anterior es indispensable
investigar nuevas moléculas que puedan disminuir los efectos patolégicos en multiples vias de
dafio simultdneamente, Algunos de los compuestos mas prometedores como posibles
medicamentos para el control de este trastorno son la curcumina, el tramiprosato y el azul de
metileno. (186-189)

En el caso de la curcumina y el MB sus estructura quimicas fendlicas le permite servir como
aceptores/receptores de electrones, trasladandose desde el complejo | hasta el complejo IV,
disminuyendo el EO (200,237), asi mismo, estos compuestos se unen a motivos de
oligomerizacibn de AB y Tau respectivamente (182,238,176,175), lo que impide su
oligomerizacién. también inhiben vias quinasas inducidas por estrés celular como, CDK5 y GSK-
3B, que estan implicadas en la hiperfosforilacion de Tau (197,139), y que tienden a inducir la
produccion de citoquinas proinflamatorias, igualmente estos compuestos pueden interactuar con
receptores ionotropicos y canales ionicos mejorando la disfuncion colinérgica y reduciendo la
concentracion intracelular de calcio (198,201,233). mientras que en estudios en modelos in vivo
han disminuyendo la pérdida de memoria y la neurodegeneracion (182,237). Por otro lado, el
tramiprosato ha demostrado mejoria en la memoria y disminucién de la atrofia, aunque sélo en
pacientes homocigotos para APOE4 (216-217), también se ha hallado que debido a su capacidad
agonista del receptor GABA-A ayuda a paliar la disfuncion de las neuronas GABAérgicas (52),
igualmente bloquea la via de activacion de caspasas de forma dependiente e independiente de
GABA, y disminuye la activacién de quinasas de respuesta al estrés como ERK1/2 (183,223), lo
que regula a la baja vias de sefalizacién proinflamatorias y proapoptéticas como la via MAPK, y

reduce la expresion de Caspasa 3 (183), ademas el compuesto es anti amiloidogénico (262).
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A pesar de estos hallazgos prometedores, ninguno de estos compuestos ha sido probado en
CSNC o en neuronas humanas sanas, o en neuronas expuestas a Rotenona, por lo que en este
trabajo se analizaron los efectos de estas 3 moléculas individuales o en combinacion en la
formacion de H20: ,el mantenimiento de AyM, la expresion de marcadores de estrés oxidativo,
apoptéticos y de agregacion proteica, asi como la respuesta funcional a la acetilcolina en CSNC
sanas, para determinar el potencial de estas moléculas como terapia preventiva que permita

prevenir el desarrollo de las vias patolégicas antes descritas.

Nuestros resultados indican que los tratamientos individuales o combinados con curcumina y
tramiprosato durante 4 dias no afectaron significativamente la viabilidad celular en las
concentraciones evaluadas, estos hallazgos son similares a otros reportados en la literatura que
reportan que estas concentraciones son inocuas en otras lineas celulares neuronales. En
contraste el MB disminuy6 la viabilidad celular de forma dependiente de la dosis a partir de 0,5
MM, previamente se ha reportado la citotoxicidad del MB (257-258). aunque la concentracion
téxica depende de la linea celular evaluada. Basado en los hallazgos obtenidos evaluamos
terapias combinadas de concentraciones bajas de cada molécula, y descubrimos que estas

terapias combinadas no afectaron la viabilidad medida por MTT.

Asi mismo en las concentraciones evaluadas los tratamiento individuales o combinados durante
4 dias de estas moléculas no alteraron el AyM a excepcién del MB 0,25 uM + tramiprosato 50 uM
que aumento el AyM. Esto fue causado probablemente porque las mitocondrias no presentaban
alteraciones fisioldgicas y su CTE estaba funcionando adecuadamente. En el caso de la terapia
con MB y tramiprosato el primer compuesto por su capacidad de aceptor/receptor de electrones
(237) que aumenta la eficacia de la CTE, mientras el tramiprosato por estimulacion de receptores
gabaérgicos inhibe la excitotoxicidad y disminuye la concentracion intracelular de Ca2,
previniendo la disfuncién mitocondrial (52). Por lo que estos 2 compuestos combinados estabilizan

el microambiente mitocondrial y aumentan el AyM .

En cuanto a la produccién de H202 la incubacién con los tratamientos curcumina 1 yM, MB 0,5
MM, curcumina 1 uyM + tramiprosato 50 yM y MB 0.25 uM + tramiprosato 50 uyM durante 4 dias
disminuyeron la formacién de H>O> . La curcumina y el MB son compuestos que por sus anillos
fendlicos y grupos hidroxilo tienen capacidad redox, secuestrando los electrones desapareados,
asimismo ambas moléculas pueden inducir la activacion de la via de produccién de elementos de
respuesta antioxidante ARE/NRF2 (200,237,176,155) que produce aumentos de la expresién del

antioxidante GSH y las enzimas SOD y catalasas que degradan el H2O2 a compuestos inocuos,
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la falta de efecto entre combinaciones que contuviesen simultdneamente curcumina 1 yM y MB
0,25 uM probablemente se deba a la similitud de sus mecanismos de accion, lo que podria hacer
que el ambas moléculas formen enlaces y se inhiben entre si. En cuanto a la sinergia del
tramiprosato con la curcumina y el MB, algunos estudios revelaron que este compuesto puede
activar la enzima Sirtuina-1 desacetilasa dependiente de NAD (SIRT1), la cual modula la
expresion génica de NRF2, aumentando la produccion de elementos antioxidantes celular. lo que
favorece la produccion de antioxidantes endégenos como GSH.. lo que explicaria nuestros
resultados (259). Sin embargo la produccion de EROs y ERNs en estas CSNC no fue suficiente
para oxidar visiblemente DJ1 en su residuo 106 de forma irreversible, ni en células sin tratamiento
ni en las terapias individuales o combinadas. El bajo grado de EO en las CSNC tampoco activo
de forma apreciable la fosforilacion de c-Jun por lo que no hubo diferencias significativas entre las
células sin tratamiento y los tratamientos individuales o combinados. al no haber un mecanismo

de estrés ambiental que provoque su activacion.

En nuestra investigacién también hallamos que concentraciones de 250 uyM de tramiprosato y
0.25 uyM de MB redujeron la expresién del marcador de agregacion proteica p-Tau
Ser202/Thr205. Se ha reportado que ambos compuestos inhiben vias MAPK quinasas, en el caso
del MB es un potente inhibidor de CDK5 y GSK-3B (197) inhibiendo la fosforilacion de estas a
Tau. Asi mismo esta molécula se une a los motivos VQIVYK de Tau (176,155), impidiendo que
se oligomerize, mientras que el tramiprosato por activacion de receptores GABAaR (52) inhibe la
activacioén de vias quinasas activadas por mitégenos como ERK. disminuyendo la fosforilacion de
esta proteina (240.243). En la medicion de la expresion de CASP3 solo el tratamiento con
tramiprosato a 50 pyM redujo este marcador de apoptosis. Este compuesto provoca por su
similitud estructural al aminoacido GABA la activacion de vias gabaérgicas como GABAaR en
neuronas colinérgicas, activando vias de sefializacién asociadas a una regulacion negativa de la
expresion de caspasa 3 (206), asi como de una inhibiciéon de su actividad, lo que aumenta la
supervivencia neuronal a largo plazo, aunque el mecanismo por el cual el tramiprosato inhibe la
activacion de CASP3 aun es desconocido.. Aun no se ha reportado que la curcumina y el MB
reduzcan la expresion de CASP3 en neuronas colinérgicas wt, y en este modelo tampoco

causaron una disminucién en su expresion

Los resultados anteriores nos indican que las CSNC no presentan una disfuncién celular, teniendo
un metabolismo celular adecuado. Estos resultados fueron ratificados con el ensayo de respuesta
funcional a la acetilcolina de las CSNC. Los tratamientos individuales y combinados con

curcumina, MB y tramiprosato no afectaron el ingreso intracelular de Ca?* a la acetilcolina de las
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CSNC en contraste con el control sin tratar. La disfuncion colinérgica ocurre en presencia de otros
mecanismos patoldgicos como el aumento de ROS, excitotoxicidad, regulacién negativa de ChAT
y VAChT asi como por hiperfosforilacion de Tau (32), por lo que en células sin un reto citotdxico
la activacion de los receptores ionotropicos mediados por ACh no se veria afectada

significativamente.

Para determinar si estas moléculas también podrian tener una accion terapéutica en neuronas
que presentan activamente la expresion de las vias patologicas presentes en la EAE derivadas
de un microambiente celular inflamatorio y prooxidante, para simular el ambiente celular inducido
por multiples factores de riesgo relacionadas con el desarrollo de EAE, como el consumo de
dietas altas en glucosa, alcoholismo, insomnio, tabaquismo, polucién ambiental e intoxicacion por
metales pesados (84). Quisimos evaluar el efecto de la terapia combinada curcumina.1uyM +
MB.0.25uM + tramiprosato.50 yM en CSNC incubada simultaneamente con Rotenona 50.uM
durante 6 horas con el fin de evaluar el efecto neuroprotector de este tratamiento en la prevencién
de la disfuncion mitocondrial, EO, taupatia, muerte neuronal apoptética y disfuncion colinérgica
(200,237,176,204,52).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas (P> 0.05) entre el AyM, medido por
inmunofluorescencia con la sonda mitotracker de las células incubadas con la terapia combinada
incubada con rotenona y las CSNC incubadas exclusivamente con rotenona, teniendo ambas un
AyM menor al del control sin tratamiento. Lo que indica que el tratamiento no logré revertir la
disfunciéon mitocondrial inducida por el bloqueo de la rotenona del intercambio de electrones entre
el grupo Fe-S N2 y el grupo PSST de la NADH ubiquinona -deshidrogenasa. La curcumina y el
MB pueden unirse a los electrones disociados desde el final del complejo | hasta el 4 (186-190)
mejorando la eficiencia de la CTE. Sin embargo, al bloquear la CTE desde el primer complejo

estas moléculas no pueden captar estos electrones desapareados en los cluster Fe-S.

Tampoco se hallaron diferencias estadisticamente significativas (P> 0.05) entre las células
incubadas con la terapia combinada incubada con rotenona y las CSNC incubadas
exclusivamente con rotenona en el desarrollo de EO, medido por la oxidacion de la chaperona
DJ1-Ox Cys 106 con inmunofluorescencia, teniendo una expresion mayor que el control sin
tratamiento. La disfuncién mitocondrial mediada por el citotéxico induce la salida de electrones
desacoplados (78), estos se unen al oxigeno libre que seria el aceptor de los electrones en el
complejo IV permitiendo la neutralizacién de estos radicales por formacién de H20.. Esto produce

grandes cantidades de EROs. Aunque estos compuestos son antioxidantes e inducen la via de
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respuesta antioxidante NRF2/ARE que produce antioxidantes enddgenos y enzimas que
neutralizan estas especies reactivas, probablemente las concentraciones usadas en la terapia
combinada no fueron suficientes para disminuir significativamente la formacion de EROs. Este
mecanismo podria explicar la falta de efecto de la terapia combinada en la fosforilacion de c-Jun
en CSNC cultivada con Rotenona, ya que el ambiente prooxidante activaria via de las quinasas
JNK que fosforilan c-Jun que como factor de transcripcién inducira la expresion de proteinas

proapoptéticas.

En comparacion, los resultados experimentales nos muestran que el tratamiento combinado
disminuyd significativamente la fosforilacién de Tau Ser202/Thr205, a los niveles observados en
las CSNC sin tratar (P >0.05). Esto se explica por un efecto sinergia en el que MB es un potente
inhibidor de CDK5 y GSK-3B (183) inhibiendo la fosforilacion de éstas a Tau, la curcumina
disminuye la actividad de las quinasas GSK-3B3 y p38 (221), mientras que el tramiprosato por
activacién de receptores GABAaR inhibe la activacién de la via ERK Y2 (227). La expresidén de
caspasas también fue reducida por el tratamiento combinado, al compararlo con las CSNC
tratadas unicamente con rotenona, aunque sea mayor a la expresion de las células sin
tratamiento, disminuyendo parcialmente la expresion de caspasa 3, un marcador de apoptosis de
las células expuestas a la rotenona, probablemente por la inhibicién parcial del tramiprosato de
la caspasa 3 por activacion de receptores GABAaR (226). Aunque este mecanismo aun no se
comprende completamente. Probablemente se requiere una dosis mas alta de este compuesto
para restablecer el nivel de caspasas ejecutoras de muerte celular como CASP3 a los niveles de
las CSNC sin tratar.

Asi mismo al comparar el ingreso intracelular de Ca2*mediado por acetilcolina entre las CSNC
tratadas con ROT, sin tratamientos y tratadas simultaneamente con la terapia combinada y la
ROT durante 6 horas hallamos que estas 2 ultimas no presentan diferencias significativas entre
si (P >0,05), siendo en estas el AF/F o el contraste entre el CaZ* intracelular sin estimulo de ACh
y el flujo de calcio inducido por acetilcolina mucho major en los 2 ultimos grupos en comparacion
con las CSNC incubadas con rotenona, por lo que el tratamiento combinado restauré la respuesta
funcional a la ACh y la disfuncion colinérgica inducida por ROT. La curcumina y el MB reducen la
expresion de las enzimas AChE y BChE degradadoras de ACh (213,235). Asi mismo el
tramiprosato promueve una regulacién i6nica y una repolarizacion de la membrana celular
mediada por receptores GABAaR (52), lo que disminuye la disfuncion mitocondrial inducida por

Rotenona.
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En conclusion, estos resultados sugieren que la rotenona es un excelente modelo de estudio para
la investigacion de la EAE, al estimular la induccion de muchas de las vias patologicas presentes
en esta patologia como la produccion excesiva de EROs y H2Oo, la pérdida de AyM, la activacion
de vias MAPK quinasas, la fosforilacion de factores de transcripcion de genes proapoptéticos
como c-Jun. La hiperfosforilacion de Tau, el aumento de la expresion de caspasas ejecutoras
como Caspasa 3 que conduce a una muerte neuronal necrética o apoptética y la pérdida del flujo
de Ca?* en la respuesta funcional a ACh, siendo un modelo facil de usar y rapido para el
modelamiento de la patologia. Las CME-CU transdiferenciadas a CSNC resultan ser un buen
modelo in vitro para el estudio de patologias colinérgicas, al expresar marcadores de linaje
colinérgico,y presentar un metabolismo similar a las neuronas colinérgicas, con la ventaja de ser
faciles de obtener y ser un protocolo de ejecucion rapida (7 dias). Las moléculas curcumina,
tramiprosato y MB de forma individual o conjunta disminuyeron la expresion de EROs y H2Oo,
aumentan el AyM la fosforilacion de Tau y la expresion de caspasas en CSNC sanas, indicando
que tienen efectos neuroprotectores antes de que las células desarrollen mecanismos
patologicos. Finalmente se determind que la terapia combinada de los 3 compuestos disminuye
la fosforilacion de Tau, la expresién de caspasa 3 y la respuesta funcional a ACh en CSNC
incubadas simultaneamente con rotenona, por lo que esta terapia podria revertir estos
mecanismos patolégicos en neuronas colinérgicas en procesos neurodegenerativos, siendo un
tratamiento con posibilidades terapéuticas para su uso en EA, pero se requieren mas estudios en

modelos in vivo para validar estos resultados.
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Figura 15. Resumen grafico de los resultados del trabajo de investigacion.
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CAPITULO Xlll. CONCLUSIONES

Por primera vez se presenta un modelo de estudio de EAE mediante la incubacién por 6
horas del inhibidor del complejo | mitocondrial rotenona en CME obtenidas a partir de cordon
umbilical transdiferenciadas a células similares a neuronas colinérgicas durante 7 dias. El
citotdxico replico multiples vias patologicas relacionadas con el desarrollo del trastorno
como el aumento en la formacién del H20> , la oxidacién de la chaperona sensora de EO
DJ1 en sus residuos Cys106, la fosforilacidon de c-Jun, la expresién y activacion de Caspasa
3, y la hiperfosforilacién de Tau en sus residuos Ser202/Thr205. Este citotéxico también
provoco la disminucion del AyM vy el flujo intracelular de calcio mediado por ACh lo que la
hace un método idéneo para el estudio de EAE por su facil obtenciéon y poco tiempo de

incubacion.

También se caracterizé de nuevo el efecto de las terapias individuales o combinadas de la
curcumina, el tramiprosato y el MB en CSNC por medio de ensayos de viabilidad celular,
analisis de funcionalidad mediada por ACh y ensayos de medicidon de marcadores de EO,
de disfuncién mitocondrial, de Taupatia, y proapoptéticos. Teniendo estas moléculas un
efecto neuroprotector al reducir la formacion del H202, la expresion y activacion de Caspasa
3, y la hiperfosforilacién de Tau en sus residuos Ser202/Thr205. Asi como aumentar el AyM
, estableciéndose su potencial para prevenir el desarrollo de vias patoldgicas

alzheimorogénicas tempranas en células neuronales sanas.

Al probar el efecto de la terapia combinada nunca antes ensayada en modelos neuronales
curcumina.1uyM + MB.0.25uM + tramiprosato.50 uM en nuestro modelo de EAE de CSNC
incubadas simultaneamente con Rotenona 50.uM durante 6 horas, se observo que el
tratamiento disminuye la fosforilacion de Tau Ser202/Thr205, y la disfuncién colinérgica
inducida por el citotdxico, no habiendo diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05)
con las CSNC sin tratamiento con rotenona. La expresién de caspasas fue reducida por el
tratamiento combinado, al compararlo con las CSNC tratadas unicamente con rotenona,
aunque sea mayor a la expresion de las células sin tratamiento. La administracion del
tratamiento combinado revirtid totalmente la hiperfosforilacion de Tau y la disfuncion
colinérgica y disminuyo parcialmente la expresion de caspasa 3, un marcador de apoptosis
de las células expuestas a la rotenona, mostrando el efecto protector de estas 3 moléculas

en la disminucion de procesos patologicos de apoptosis, taupatias, y disfuncion colinérgica.
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Por lo que la terapia combinada de CC+MB+TRM puede revertir el desarrollo de
mecanismos moleculares implicados en EA en neuronas que poseen procesos

degenerativos.
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CAPITULO XIV. PERSPECTIVAS

La EA es la entidad clinica causante de demencia mas prevalente a nivel mundial
(13).Las neuronas colinérgicas son el grupo neuronal mas afectado en este
trastorno y en su desarrollo estan implicados multiples vias neuropatologicas entre
las que se encuentran la amiloidosis, la taupatia, la disrupcién sinaptica, la
neuroinflamacion, la neurodegeneracion, la desregulacion de la homeostasis del
calcio, la disfuncion colinérgica, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la

apoptosis, las cuales derivan en muerte neuronal y atrofia cortical (32).

Aunque se han realizado numerosos ensayos clinicos para buscar tratamientos
efectivos para la EAE, sus resultados han sido desalentadores (174) al no hallarse
aun un farmaco capaz de detener la neurodegeneracion. Esto se debe en gran
parte a la falta de modelos de estudio idéneos de la EA al enfocarse la mayoria de
los modelos in vitro e in vivo en la sobreproducciéon de AB (253), por lo que se

propuso un modelo de estudio de EA en CSNC 2D cultivadas cor rotenona.

Una perspectiva interesante seria el analisis de como la rotenona modela la EA en
un modelo de organoides 3D que permitira replicar mejor la complejidad de la
interaccién neuronal observada en estos pacientes (128,129), siendo un modelo
mas robusto para la investigacion de la fisiopatologia, el desarrollo de nuevos
compuestos farmacolégicos y la evaluacion de medicina de precision

personalizada.

Otra perspectiva seria realizar cocultivos con astrocitos, microglia y pericitos para
simular la interaccion entre las células gliales y las neuronas presentes en los
cerebros de los pacientes, esto permitira estudiar la neuroinflamacion, produccion
de citoquinas, la activacion glial, y la expresién de factores de muerte neuronal en
el modelo de rotenona (163). Asimismo, permitira estudiar si la interaccion de las
CSNC con las células gliales modula los factores patoldgicos estudiados y alteran

los resultados de los estudios farmacoldgicos. Por lo que los cocultivos serian un
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modelo mas fidedigno de los mecanismos de EA en las zonas corticales vy
subcorticales, y arrojaron informacion adicional util en el estudio de moléculas

inmunomoduladoras como posibles terapias de la EA.

En cuanto a los tratamientos de curcumina, tramiprosato y MB evaluados una
propuesta es el estudio de sus efectos individualmente o en combinacion con 2
moléculas en modelos 2D y 3D de CSNC cultivadas con rotenona, asi como su
ensayo en modelos murinos in vivo para determinar el efecto de estas moléculas
en células que presenten un reto oxidativo.asi mismo se recomienda la medicion

de AB 40/ 42 y ensayos modificando el tiempo de exposicion de estos tratamientos.

Finalmente otro analisis a considerar con el fin de establecer los mecanismos de
neurotoxicidad en el caso de la rotenona, y de neuroproteccion en el caso de los
tratamientos seria la incubacién de las moléculas con inhibidores del receptor
GABAaR, inhibidores de JNK, CDK5, GSK-3f inhibidores de la via Nrf2 / ARE (260)

para determinar si sus efectos son dependientes de estas vias.
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