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CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1 Enfermedad de Alzheimer

La demencia es un sindrome adquirido el cual se caracteriza por la pérdida y/o

disminucién gradual y progresiva de la memoria y de las habilidades cognitivas.

Esta conlleva a la disminucion del nivel intelectual de una persona vy

dependiendo del grado de afectacion, interfiere en la realizacion de actividades
cotidianas debido al alto grado de incapacidad y dependencia que genera el
padecimiento en el individuo. A nivel mundial se estima que la Enfermedad de
Alzheimer es la causa mas comun de demencia y que contribuye en un 60 a
70% del total de los casos (1).

Alois Alzheimer report6 por primera vez en 1906 un estudio clinicopatolégico de
una mujer de edad avanzada que presentaba un cuadro clinico "atipico”™ de
1demencia. Correlacion6 el comportamiento y la pérdida de ciertas habilidades
cognitivas de la mujer con hallazgos histopatoldgicos de lesiones en forma de
semillas de mijo y fibrillas depositadas en el cortex del cerebro después de la

muerte de la paciente (2).

Hoy en dia la prevalencia de la Enfermedad de Alzheimer se estima que sea
aproximadamente de 24 millones de pacientes en el mundo y se predice que se
cuadruplique esta cantidad para el afno 2050 teniendo un costo elevado,
(cercano a 172 mil millones de ddlares por ano so6lo en Estados Unidos), segun

las proyecciones del estudio realizado por Ganguli y colaboradores (3).

Se ha descrito a la Enfermedad de Alzheimer como una enfermedad de gran
heterogeneidad la cual resulta de la combinacion de factores tanto ambientales
como genéticos. Sin embargo hasta la fecha uno de los principales factores de
riesgo es la edad avanzada (4). También se han descrito otros factores de
riesgo en los cuales se han incluido: la hipertensién, uso de anticonceptivos,
fumar, enfermedades del corazdn, depresidn, artritis y diabetes (5). Asi también
se han asociado ciertos estilos de vida que disminuyen el riesgo de padecer EA
los cuales son: ejercicio, la estimulacién intelectual e incluso llevar ciertos

1




estilos de alimentacién destacando aquellos donde se ingieren alimentos ricos
en productos del mar (6).

1.2Epidemiologia de la Enfermedad de Alzheimer

La prevalencia mundial de EA basada en datos epidemiol6gicos de Ganguli y
colaboradores estima que hay 24.3 millones de individuos que presentan
demencia hoy en dia, con 4.6 millones de casos nuevos de demencia que se
reportan cada ano. Se estima que el numero de afectados se aumentara a 81.1
millones para el afno 2040 (7 - 8).

La mayoria de las personas que tienen demencia viven en paises en vias de
desarrollo, en donde paises como China asi como sus aledanos presentan un
gran numero de casos de personas con demencia (6 millones), seguidos por la
Unién Europea (5 millones), EUA (2.9 millones), e India (1.5 millones) (9).

Los datos obtenidos en estudios de poblaciones en Europa, sugieren que la
edad con mayor prevalencia de personas con Alzheimer es de 65 anos en un
4.4% y para personas con demencia la misma edad pero con un 6.4%, esto de
acuerdo a un estudio poblacional realizado por Breteler y colaboradores (10).
Pocos estudios epidemioldgicos de demencia y la Enfermedad de Alzheimer en
paises de escasos recursos han sido efectuados, Hall y colaboradores
estimaron una prevalencia general de 3.4% del Alzheimer en paises en vias de
desarrollo (11).

La incidencia global anual de demencia es alrededor de 7.5 por cada 1000

personas. La mayoria de los estudios sobre la incidencia de la enfermedad de

Alzheimer han sido realizados en EEUU y Europa, hay algunos en Japon y muy

pocos en paises como China, India, Nigeria, Brasil y otros; por lo tanto los datos
a nivel mundial son mas precisos en algunas zonas que en otras e incluso hay

paises donde no hay estudios de esta indole (12).




Tabla 1: Prevalencia estimada de la demencia en personas de 60 afos 0 mayores,

estandarizada a la poblacion de Europa Occidental por regiéon Carga Mundial de Morbilidad.
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En aquellos paises de altos ingresos la incidencia es mayor, siendo EEUU el
pais con la cifra mas alta con un 2.06% de incidencia anual, seguida de Europa
con 1.51%. Segun el sexo la incidencia anual de EA fue ligeramente superior
entre las mujeres con un 1.37%, que en los hombres (1.06%). Respecto a la
edad, en Europa la incidencia en personas con edades entre 60 a 64 afnos es
de 0.9%, a un 18% en personas entre 90 y 94 anos. El pico de incidencia varia
en los diferentes paises, situandose en EEUU y Europa entre 80 a 89 anos, en

Asia entre 75 y 84 afios y en Africa entre 70 y 79 afios esto de acuerdo al

reporte emitido por la Organizacion Mundial de la Salud (13).

Alrededor del mundo la incidencia de la demencia aumenta exponencialmente
con la edad y la cifra de personas con la Enfermedad de Alzheimer se duplica
conforme aumenta la esperanza de vida. De acuerdo a la OMS se estima que
cada 4 segundos aparece un nuevo caso de demencia en el mundo y
anualmente aparecen 7.7 millones. De esos 7.7 millones, unos 3.6 millones
(46%) casos se producen en Asia, 2.3 millones (31%) en Europa, 1.2 millones
(16%) en América y EEUU y 0.5 millones (7%) en Africa (14).




Las personas viven varios afos tras detectarles demencia, la supervivencia
media se estima entre 4 a 6 afos, siendo de vital importancia contar con el
apoyo apropiado para que puedan tener una buena calidad de vida. Los
sectores de salud de algunos paises han empezado a desarrollar estrategias
nacionales para disminuir la incidencia, esto es importante ya que se estima
que la prevalencia de la enfermedad se dispare durante este siglo debido al

aumento de la esperanza de vida (15).

Tabla 2: Tabla 2: Poblacion total mayor de 60 arios, prevalencia preliminar estimada para la
demencia (2010), nimero estimado de personas con demencia (2010,2030 y 2050) e
incrementos proporcionales (2010-2030 y 2010-2050) por regién mundial GBD (Carga mundial
morbilidad)

Pr

Region GBD (Carga mraynr de 60 prelimil 7] 0 de personas con Incrementos
Mundial de Morbilidad) (millones) estimada (%) demencia (millones) proporcionales (%)

2010 2010 2030 2050 2010-2030 | 2010-2050

Australasia 4,82 § 0,31 0,53 0,79 1 157
MAsia Pacifico 46,63 iy 2,83 5.36 703 &8 148
Oceania 0,49 L 0,02 0,04 0,10 100 400
MAsia central 7,16 1 0,33 0,56 113 7o 261
Asia oriental 171,61 . 549 11,93 22,54 7 31
Asia meridional 124 61 1 4,48 9,31 18,12 108 304
Sudeste asiatico 51,22 1 2,48 5.30 1113

Europa occidental 7,27 f 6,98 10,03 13,44
Europa central 23,61 . 110 1.57 210
Europa oriental 39,30 b 1,87 2.36 3,10

Morteamérica 63,67
Cariibe 5,06 g 0,33 062 1,04
Latinpamerica andina 4,51 S, 0,25 0.59 1,29
Latinoamerica central 19,54 iy 119 279 6,37
Latinoamerica meridional 8.74 f 0,61 1.08 1,83
Latinoamerica tropical 19,23 5 1,05 2,58 5,54

Norte de Africa / Oriente 21,11
Medio
Africa Subsahariana central 3.3
Africa Subsahariana oriental 16,03
Africa Subsahariana 4,66
meridional

Africa Subsahariana
occidental

MUNDO

1.3Sintomas y etapas de la Enfermedad de Alzheimer

Los sintomas de EA incluyen pérdida de memoria, dificultad para encontrar
palabras, desorientacién general, asi como cambios de comportamiento y

personalidad, los cuales se van desarrollando de manera gradual o pueden

tener un inicio abrupto como lo es en el caso de la forma familiar de EA (16).
Uno de los sintomas iniciales de EA es el fallo de la memoria reciente, y a
medida que progresa la enfermedad se empiezan a afectar las habilidades




cognitivas del individuo tales como el lenguaje, razonamiento e inclusive

cambios en la personalidad.

La enfermedad de Alzheimer presenta una evolucion clinica que se divide en

cuatro etapas:

Alzheimer temprano: La enfermedad de Alzheimer tiene un inicio temprano
cuando afecta a una persona menor de 65 anos, no es muy comun y menos del
5% de la poblacién general la padece; se caracteriza por seguir una herencia de
tipo mendeliana (17).

Alzheimer leve: esta etapa de la enfermedad se ve marcada por fallos en la
memoria de corto plazo, sin embargo, estos problemas no son evidentes para el

individuo afectado, ni en los examenes médicos (18).

Alzheimer moderado: En esta etapa, los individuos presentan fallos en la
memoria, son incapaces de recordar hechos y/o situaciones cotidianas. Por lo
general, todavia pueden recordar detalles significativos sobre si mismos y sus

familiares, aun pueden vestirse y asearse por su cuenta (19).

Alzheimer severo: Los problemas de la memoria empeoran, incluso

desarrollan cambios drasticos de personalidad, es en esta etapa donde los

individuos afectados por la enfermedad necesitan considerable ayuda en las

actividades de la vida cotidiana. En la ultima etapa de esta enfermedad los
individuos pierden la capacidad de responder a su entorno, de hablar v,
eventualmente de controlar sus movimientos. Es posible que todavia
pronuncien palabras o frases. En esta etapa, los individuos necesitan ayuda con
la mayoria de su cuidado personal diario, incluyendo comer y hacer sus
necesidades (20).
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Figura 1: llustracion que ejemplifica como avanza el grado de afectacion en el cerebro de una
persona con Alzheimer y cémo se correlaciona con la etapa de la enfermedad. Figura adaptada
de la Sociedad de Alzheimer basada en el sistema desarrollado por Barry Reisberg, M.D.,
director del Centro de Investigacién de Demencia y Envejecimiento Silberstein de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Nueva York.

1.4 Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer se puede clasificar en distintos tipos, segun en
base a qué hagamos la referencia. Si la clasificamos de acuerdo a la edad de
inicio, la EA puede ser:

« Presenil o temprana o de inicio precoz, la cual tiene un patrén de
herencia familiar. Comienza antes de los 65 afnos, es de curso mas

rapido y no supera el 1% del total de casos (21).

« Senil o tardia, de inicio tardio, aparece después de los 65 afnos, en su
mayor parte es esporadica y de curso lento. Este tipo representa la
mayoria de los casos (21).

Otra forma de clasificacién es segun la implicacién que tenga el factor genético,

la EA puede ser:

« Familiar: La causa es la alteracion en algunos genes que se heredan de
forma dominante produciendo alteraciones similares en los
descendientes que van a provocar EA. Este tipo se debe principalmente




a alteraciones en tres genes principalmente: el gen de la Proteina
Precursora del Amiloide (PPA) situado en el cromosoma 21; el gen de la
Presenilina 1 (PS1), en el cromosoma 14; y el gen de la Presenilina 2
(PS2); en el cromosoma 1 (21, 22).

Esporadica: comienza en personas mayores de 65 anos y es el tipo
mas comun. Su causa es aln desconocida, aunque se han descrito
distintos factores genéticos que aumentan el riesgo de padecer la
enfermedad, como es la presencia del alelo 4 de la apolipoproteina E

(ApoE), localizado en el cromosoma 19 (21, 22).
1.5 Genética de la Enfermedad de Alzheimer

Después de la edad avanzada, la genética es el segundo mayor factor de riesgo
en EA. La EA es considerada como una enfermedad genética la cual puede
presentarse en dos formas: familiar de inicio temprano caracterizada por un
patron de herencia Mendeliana (EOFAD por sus siglas en inglés), y la de inicio
tardio (inicio de los sintomas edad >60) sin un patron de transmisién genética
(LOAD por sus siglas en inglés), (Bertram and Tanzi 2005; Tanzi and Bertram
2005) (23).

Genes asociados con Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano

La Enfermedad de Alzheimer familiar de inicio temprano(EOFAD) tiene su
origen en mutaciones raras de alta penetrancia en 3 diferentes genes; el gen
de la Proteina Precursora del Amiloide (PPA) ubicada en el cromosoma 21, el

gen de la presenilina-1 (PS-1) (cromosoma 14), y el gen de la presenilina-2 (PS-

2) (cromosoma 1). Las personas que padecen sindrome de Down, casi siempre
desarrollan EA a una edad temprana, esto probablemente debido a que tienen
tres ejemplares del cromosoma 21 donde se ubica el gen PPA (24).




Tabla 3: Genes asociados a la forma familiar de la Enfermedad de Alzheimer (25).

Gen Proteina Cromosoma Mutaciones Fenotipo

PPA Proteina 21921 24(duplicacién) | Aumenta la
precursora de proporcion
AB AB(42)/ AB(40)
Aumenta la
produccion de
AB
Presenilina 1 Aumenta la
agregacion de
AB
Presenilina 2 Aumenta la
proporcion
AB(42)/ AB(40)

Aumenta la
proporcion
AB(42)/ AB(40)

Genes asociados con Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio

El Alzheimer de inicio tardio (LOAD) es la forma mas comun de la enfermedad y
es definido por la edad de inicio mayor a 60 anos. Mientras que EOFAD se

caracteriza por una herencia de tipo Mendeliana en forma autosémica-

dominante, para LOAD se observa un patron genético de herencia complejo en

donde tanto los factores ambientales, genéticos y estilo de vida convergen para
determinar el riesgo de padecer EA (26). La Unica variante génica considerada
y establecida como factor de riesgo de LOAD es el alelo €4 del gen de la
apolipoproteina E (APOE) localizada en el cromosoma 19, tiene tres variantes,
E2, E3 y E4. El tipo E4 aumenta el riesgo de desarrollar EA y el E2
probablemente disminuye el riesgo y es mas bien un agente protector. Sin
embargo, muchas personas con EA no tienen el gen tipo E4 y muchas otras con
dicho gen, no tienen EA (27). La identificacion de APOE como un gen candidato
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de EA se llevo a cabo mediante estudios de ligamiento génico en el cromosoma
19 seguido del descubrimiento de que apoE se une a AB en liquido

cefalorraquideo (28). Debido a que se hereda un ejemplar de cada gen de cada

uno de los progenitores, todos tenemos dos ejemplares del gen APOE aquellos

que tienen dos copias del APOE4 estan expuestos a un riesgo mayor de
desarrollar la EA, pero no todas las personas con dos APOE4 desarrollaran la

enfermedad.

Mientras que en EOFAD las mutaciones en los genes (PPA, PSEN1 y PSEN2)
son suficiente para el desarrollo de EA, pero no necesariamente causan EA, el
alelo ¢4 de APOE no es suficiente para causar EA, sin embargo, ha sido
asociado como factor de riesgo de la enfermedad que disminuye la edad de
inicio de EA en forma dosis-dependiente. Funcionalmente, APOE normalmente
tiene un papel en el metabolismo y transporte de lipidos, sin embargo, en EA se
asocia con la depuracién de AB en el cerebro (29).

Es probable que haya muchos otros genes que aumenten el riesgo de
desarrollar la EA, pero el porcentaje de riesgo asociado con cada uno de estos
genes sera probablemente, menor que el asociado con APOE. Algunos
investigadores han encontrado otros genes posiblemente asociados con la EA,
donde se incluye una leve modificacibn en PS-1 (30), el gen de la
butirilcolinesterasa E, la Enzima Convertidora de Angiotensina (31), una region
del cromosoma 12 y otra del cromosoma 10. Hasta ahora, ninguno de estos

genes ha sido definitivamente ligado a la EA.




Tabla 4: Genes asociados a la Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio de acuerdo a estudios
de GWAS (32).

Gen Proteina Cromosoma Factor de Fenotipo
riesgo Propuesto

APOE Apolipoproteina 19913 “400-1500% Depuracion de
E AB/Metabolismo

de lipidos

Degradacién de
AB/Inmunidad

inata

Clusterina Depuraciéon de
AB/Inmunidad
inata

Receptor 1 del Depuracion de
componente AB/Inmunidad
del inata
complemento
Ataxina 1 Produccién de
AB

1.6 Caracteristicas histopatolégicas de la Enfermedad de Alzheimer

Los rasgos histopatologicos que definen a la Enfermedad de Alzheimer son las
placas amiloides extracelulares compuestas en su mayoria del péptido B-

amiloide (AB), los ovillos o marafas neurofibrilares (NFTs), que se encuentran

de manera intracelular en el cerebro y agregados de la proteina asociada a

microtubulos Tau hiperfosforilada en proporcién anémala (33).
1.6.1 Ovillos neurofibrilares

Los ovillos neurofibrilares (NFT) son agregados intraneuronales filamentosos de
la proteina asociada a microtubulos Tau que se encuentra hiperfosforilada de




manera andémala. Ademas de los ya conocidos cambios en el estado de
Fosforilacion de Tau, esta ademas sufre mdultiples terminaciones y cambios
conformacionales donde el mondmero sin plegar se transforma a una estructura
polimérica caracteristica de los NFT. Se ha encontrado que cortes en los
extremos amino y carboxilo terminal de Tau influencian directamente Ila
conformacién y el plegamiento aumentando la capacidad de polimerizar y
formar fibrillas, estos cortes pueden ser resultado de corte proteolitico por

accion de caspasas como parte de una cascada apoptotica (34).

Figura 2: Inmunohistoquimica de campo claro que demuestra a Tau reaccionando con todas los
ovillos neurofibrilares en cerebro de paciente con EA (fleches negras) y las placas neuriticas
(flecha blanca) (35).

1.6.2 Tau

La proteina Tau del cerebro humano consiste en una familia de seis proteinas

derivadas de un solo gen, localizado en el cromosoma 17921, las cuales son

producto del empalme alternativo en el procesamiento del ARN mensajero (36).
Estas proteinas difieren entre si por contener tres o cuatro repeticiones del

dominio de unién a tubulina (37).

Tau es en una proteina neuronal asociada a microtubulos (MAP), una de sus
funciones es la estabilizacion de los microtubulos en los axones. Otras
funciones asociadas a la proteina Tau involucran un papel en la transduccién de
senales, en la interaccion con la actina en el citoesqueleto, favorece el

crecimiento de neuritas, interacciones con la membrana plasmatica anclando
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enzimas como cinasas y fosfatasas asi como la regulacién del transporte de

vesiculas intracelulares (39).

Tau fosforilada

Vesicula (/\.

3

o
Kinesina =

= Proteina
) 4 %

Microtubulo

Figura 3: Esquema representativo de la proteina Tau ejerciendo funcion MAP (38).

Entre las caracteristicas quimicas de Tau se puede destacar que ésta es
altamente soluble, es resistente al calor y a la desnaturalizacién por agentes
quimicos o tratamientos con acidos sin que pierda su funcion biolégica principal
(la unién de los microtubulos y estimular su ensamblaje) por lo que resulta
contradictorio pensar que una proteina tan resistente forme agregados
insolubles y mas aun que los mecanismos moleculares por los cuales se

originan estos agregados no sean totalmente conocidos hasta el momento (40).
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Figura 4: Fosforilacion de Tau (41).

El principal mecanismo por el cual Tau forma agregados insolubles es una
hiperfosforilacién post-traduccional, la cual ocasiona que los microtubulos se
desensamblen vy, falle el transporte axonal comprometiendo la actividad
neuronal y la funcidn sinaptica (42). La hiperfosforilacién anormal de Tau parece
preceder a su acumulacion en las neuronas afectadas en EA. La proteina Tau
hiperfosforilada fue descubierta no solamente en los ovillos neurofibrilares
(NFT) sino que también en el citosol de pacientes con EA (43). Una de las
posibles explicaciones de la hiperfosforilacion anémala de Tau puede deberse a

cambios conformacionales los cuales son un mejor sustrato para la fosforilacién

y/o peor sustrato para la desfosforilacion. Davies y colaboradores desarrollaron

una serie de anticuerpos monoclonales para detectar estas alteraciones
conformacionales en pacientes con EA (44). En cerebros de pacientes con EA
los niveles de Tau, pero no el ARN mensajero de la proteina, se encuentran de
4 a 8 veces mas, comparados con los controles y este aumento es de la forma

anormalmente hiperfosforilada (45).
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Figura 5: Secuencia aminoacidica de la isoforma mas larga de Tau (411 amino&cidos) (46).
1.6.3 Placas amiloides

Las placas son lesiones del neurdpilo de estructura esferoide que miden
aproximadamente 20-100 um de diametro. Ademas de la proteina B-amiloide,

se han detectado muchas sustancias en ellas incluyendo amiloide sérico P, asi

como varias proteinas de fase aguda, factores de complemento, proteoglicanos,

apolipoproteina e4, citocinas y una proteina no caracterizada llamada NAC

(componente no amiloide) que deriva de la sinucleina (47).




Figura 6. Corte histolégico tefido con rojo congo que muestra en el centro de la imagen un depésito de
substancia amiloide rodeado de células de la microglia que constituye una placa senil cortical (x400) (48).

1.6.3.1 Placas difusas

Se le llama placa difusa por su apariencia poco demarcada y sin bordes
delimitados. Estdn formadas por una delicada red de finas fibrillas de filamentos
de amiloide, sin neuritas degeneradas ni zona central de amiloide condensado
(47).

Figura 7: Dep6sito de substancia amiloide formada por una red de filamentos sin neuritas degeneradas ni
zona central de amiloide condensado (49).

1.6.3.2 Placas primitivas

Estan compuestas por depédsitos extracelulares de AP no fibrilar, tienen una

distribucién mas extensa y son el subtipo mas frecuente de placa. Este tipo de

deposicion temprana de A se presenta en ancianos sin sintomas clinicos de

EA y en pacientes con Sindrome de Down. Las placas comienzan a aparecer
en un neuropilo, el cual aparentemente se encuentra normal y preceden el
desarrollo de otros componentes de la placa, tales como neuritas distréficas o
células gliales reactivas. Por estos motivos, las placas primitivas representan




los cambios morfoldégicos mas tempranos en la secuencia patogénica de la EA
(47).

Figura 8: Corte histolégico tefido con Bielschowsky que muestra placas seniles distroficas en el neurdpilo
(x500) (50).

1.6.3.3 Placas clasicas (neuriticas)

Estan presentes en los estadios mas avanzados de la enfermedad. Es un foco

complejo de degeneracién del neurdpilo que contiene una region central de

amiloide rodeada por astrocitos reactivos, microglia y neuritas distréficas que

corresponden a dendritas y axones degenerados (47).

Figura 9: Seccion de tejido de un caso de EA impregnada con un método de plata de Bielschowsky
modificado. En el centro se observa una placa neuritica. Esta es una lesién compleja que contiene
amiloide, procesos neuriticos distréficos y células gliales reactivas (51).

1.6.3.4 Placas "burned-out”

Representan el estado terminal de la evolucién de una placa especifica en la
que ha desaparecido el componente celular, sélo contienen una zona central de

amiloide condensado (47).




1.6.4 Proteina Precursora de Amiloide (PPA)

La Proteina Precursora del Amiloide (PPA) es la molécula mas investigada en la
patogénesis de EA, es una proteina transmembrana que se expresa de manera
ubicua en el organismo y que constantemente es procesada en fragmentos mas
pequenos. El fragmento largo ectoplasmatico y soluble PPAa (sPPAa
generado por la alfa secretasa) presenta efectos neurotréficos, el fragmento
mas pequeno es el péptido p-amiloide (producto de la beta y gamma
secretasas) es asociado al origen de la patogenia en EA, mientras que el
dominio intracelular de PPA (ACID) el cual es el producto de la actividad de la
gamma secretasa, regula vias de senalizacién intracelulares y se asocia

también con la patologia de EA (52).

Oligémeros

B-secretase

Y-secretase

Figura 10: Esquema del procesamiento de PPA por accién de la alfa y beta secretasas

generando distintos productos protéicos (53).

Las funciones fisiolégicas de PPA aun no son totalmente esclarecidas, por lo
contrario, el papel patolégico de PPA esta en gran medida casi elucidado (54).
Estudios in vitro sugieren que PPA juega un papel importante en la migracion
celular y en la extensién neuronal. Mediante ensayos knockdown de PPA en el
pez zebra se descubrid que la ausencia del gen PPA genera defectos durante la
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reordenacion tisular durante el desarrollo embrionario (55). La mayoria de los
ensayos funcionales in vivo han sido realizados en ratones transgénicos a los
cuales se les ha deletado el gen PPA. La delecion de PPA por si misma no
causa letalidad, sin embargo, los animales muestran una serie de defectos
fenotipicos sutiles tales como crecimiento estancado, peso del cerebro
disminuido, y fallos en el LTP que pueden ser rescatados con la administracion
de sPPAa (56).

La estructura de PPA consta de un arreglo de multiples dominios; el
ectodominio de PPA consiste en varios subdominios o regiones funcionales que
son nombradas: dominio tipo factor de crecimiento (GFLD por sus siglas en
inglés), un dominio de unién a cobre (CuBD), un dominio acidico (AcD), el
dominio central de PPA (CAPPD) y la regiéon yuxtamembrana (JMR) seguida de
una hélice transmembrana (TM) y el dominio intracelular de PPA (ACID) (57).

OX-2
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&) 53}
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I[ GFLD | CuBD [ AcD JcAPPD] JMR | T™M [ AICD )

APP-E1_ED APP-E2
B —— =
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APP-E1_ED_AcD APP-E2_JMR___
APP-Ecto

Figura 11: Esquema estructural de la Proteina Precursora del Amiloide (58).

1.6.4.1 Gen PPA

Yoshikai et al. (1990) determiné que el gen PPA contiene 19 exones y mide
aproximadamente 170kb. PPA tiene varias isoformas generadas por corte y
empalme alternativo de los exones 1-13, 13a., y 14-18. (59) Los transcritos
predominantes son PPA695 (exones 1-6, 9-18, no 13a), PPA751 (exones 1-7,9-
18, pero no 13a) y PPA770 (exones 1-18 pero no exén 13a). Todos estos

transcritos codifican proteinas multidominio las cuales tienen una regién

18




anclada a la membrana celular. El péptido beta amiloide es codificado por los
exones 16 y 17 del gen (59). Gran cantidad de evidencia indica que un aumento
en la expresion del gen PPA es la causa de la demencia tipo Alzheimer, esto
debido al aumento en la produccion del producto proteico de 42 aminoacidos
(AB42) el cual es patogénico (Dermaut et al., 2005) (60).

Desde hace tiempo se conoce que la sobre expresion del gen PPA en pacientes
con Sindrome de Down conlleva a sintomas de demencia tipo Alzheimer en
edades tempranas, esto seguido a la deposicion de AB y culminando en una
neurodegeneracion (Wisniewski et al.,, 1985) (61). En estudios recientes,
duplicaciones gendémicas del locus PPA han sido reportadas en familias con
enfermedad de Alzheimer de inicio temprano con angiopatia amiloidea cerebral
(CAA), lo cual sugiere que un aumento en los niveles de expresion de PPA
puede ocasionar demencia de tipo Alzheimer en ausencia de la trisomia 21
(62). También se ha sugerido que las variantes transcripcionales de PPA
puedan estar relacionadas al mecanismo patogénico de la EA, en este respecto
se han detectado mutaciones en el promotor de PPA en pacientes con EOAD,
las cuales originan un aumento de hasta 2 veces en la actividad transcripcional
in vitro de PPA (63).

1.6.4.2 Mutaciones del gen PPA

Se han reportado mutaciones del gen PPA que resultan en cambios en la
secuencia aminoacidica de AB. Algunas de estas mutantes de PPA son Dutch
(E693Q), Flemish (A692G), Arctic (E693G), ltalian (E693K), lowa (N694D) y
Piedmont (L705V). Estas mutaciones corresponden a cambios en los residuos
21, 22,23 y 34 del péptido beta amiloide (Revesz et al. 2009) (64). Se ha
reportado en la poblacién de Islandia una variante rara protectora en PPA
(p-A673T) la cual se localiza cerca del sitio del corte proteolitico de la beta
secretasa, el cual impide el corte de PPA originando una reduccién del radio

AB1-40/ AB1-42 in vitro, y reduce el riesgo de EA (65). En otro caso, se reportd

otra mutacién en el mismo sitio (p.A673V), la cual resultdé ser patogénica en un
estado homocigoto pero protectora en heterocigotos, lo cual sugiere que una
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mezcla del tipo silvestre y mutante de PPA afecta las propiedades de

agregacion de los péptidos de AB (66).
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Figura 12: Mutaciones reportadas hasta la fecha en en el gen PPA y la relacién con la

secuencia de aminoacidos del péptido AB (67).

1.6.4.3 Procesamiento de PPA (Via amiloidogénica y no

amiloidogénica)

PPA es cortada secuencialmente por dos proteinas con actividad de
endoproteasa que se encuentran ancladas en la membrana, B- y y- secretasa,
dando como resultado un péptido de AR 36 a 43 aminoacidos. Este proceso es
conocido como la via amiloidogénica (68). La primera en llevar a cabo la funcién
de endoproteasa en APP es la enzima [B-secretasa y libera un derivado largo
que es secretado, sAPPB. Un fragmento de 99 aminoacidos (CTFB) queda
anclado a la membrana, el cual es cortado inmediatamente por la y-secretasa

generando el péptido AB. El corte producido por la y-secretasa es impreciso y
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esto ocasiona una heterogeneidad en el extremo C-terminal de los péptidos
resultantes. Es por esta razén que existen diferentes especies de AP, pero
aquellos que terminan en la posicion 40 (AB40) son los mas abundantes en una
proporcidén del 80 a 90% de todos los péptidos generados, a éste le sigue el de
la posicion 42 (Ap42). Las formas ligeramente mas largas de AB, en especial
Ap42, tienden a ser mas hidrofébicas vy fibrilogénicas y son estas especies las
principales en depositarse en el cerebro (69).

La y- secretasa es una enzima multimérica compuesta de las subunidades
APH1, PEN2, nicastrina y presenilina (PS1 o PS2). Este complejo enzimatico
contiene una copia de cada subunidad (70), y es responsable del corte de
varias proteinas de membrana ademas de PPA. Aun no se sabe con certeza la
funcion especifica de cada subunidad de este complejo enzimatico, aunque se
han propuesto mecanismos por los cudles funcionan en conjunto estas
subunidades de la y- secretasa, por ejemplo, de la presenilina se cree que
forma el sitio activo de la aspatrtilproteasa; (71), y la nicastrina podria funcionar
como una subunidad de acoplamiento molecular para el sustrato (72). Los

cuatro componentes son necesarios para la maduracion y correcto

funcionamiento de y-secretasa. Con respecto al mecanismo de accién de la y-
secretasa, de manera general se postula que el corte producido en la bicapa
lipidica es producido bajo la senal de sustratos que han sido removidos por
otras proteasas que remueven una gran region del ectodominio de PPA (73).
Cada subunidad de este complejo tiene una funcioén particular y clave que de
manera coordinada llevan a cabo el corte en PPA; no se han identificado
requerimientos especificos de secuencias para el reconocimiento de sustrato, y
el corte en la membrana es controlado por otros factores tales como el largo del
dominio transmembrana (74). Aunque la cantidad de y-secretasa y su actividad
parecen no aumentar en EA, se ha reportado que alteraciones en su actividad
que dan como producto formas mas largas de AB son el principal rasgo
genético que causa la forma temprana y familiar de EA (75).




En cuanto a la B-secretasa, es una aspartil proteasa que se encuentra unida a
la membrana y de manera analoga a y-secretasa, corta a PPA dando lugar a AR
pero, la localizacion del sitio de corte en APP difiere en ambas secretasas
mientras que la y-secretasa realiza el corte en la membrana, - secretasa lo
realiza en el ambiente intracelular soluble (76). Existen dos formas abundantes
de la enzima, BACE1 y BACE2 (Beta-site amyloid precursor protein cleaving

enzyme), las cuales poseen un 65% de homologia. BACE1 es la enzima

responsable en mayor proporcion en la produccion de AR, se expresa altamente
en el cerebro, pero se ha encontrado en niveles menores en otros 6rganos (77).
Por el contrario BACE2, se encuentra en menor abundancia en el cerebro y en
otros tejidos periféricos es mas abundante. En la forma esporadica de la
enfermedad de Alzheimer, tanto la proteina asi como la actividad de la f3-
secretasa aumentan significativamente, y este efecto también presenta una
selectividad en ciertas regiones del cerebro que se ven afectadas y también se
correlaciona con la duracién de la enfermedad. La actividad de la B- secretasa
también se ha visto que aumenta conforme la edad en roedores y en primates
no humanos aunque estas especies no desarrollan la Enfermedad de Alzheimer
(78).

1.7 Hipétesis de la Cascada Amiloide
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Figura 13: Diagrama de la Hipétesis del Amiloide estipula que el corte proteolitico de PPA
genera al péptido beta miloide y es el factor desencadenante de la demencia en la enfermedad
(79).

La hipdtesis del amiloide propone que el aumento en la produccién del péptido
beta amiloide es el factor desencadenante en el cerebro para la disfuncion
neuronal (80). La sobre produccién del péptido beta amiloide, ya sea del
fragmento AB (1-42) o AB (1-40), activa una serie de eventos en cascada que
culmina en la formacién de placas amiloides, marafas neurofibrilares (NFT) y
eventualmente el deterioro cognitivo (81). Como se revisé anteriormente, el
péptido beta amiloide es producto de la actividad proteolitica de la beta y
gamma secretasas sobre PPA. Después del corte, los péptidos son liberados de
la membrana y debido a su naturaleza hidrofébica forman agregados de varios
tamarnos, los cudles van desde dimeros a oligdmeros que causan fosforilacidn

en Tau, inflamacion y neurotoxicidad (82).
1.8 Péptido p-Amiloide

El péptido AR de 36 a 43 aminoacidos con un peso molecular de 4Kd es el
principal componente de los depositos amiloides en el cerebro de pacientes con
Alzheimer. El péptido AR es el producto de la digestidn proteolitica de la




proteina precursora del amiloide (PPA) por accién de la beta y gamma
secretasas (83).

La proteina Beta-amiloide es intrinsecamente no estructurada, lo que significa
que en una solucidbn no adquiere una conformacion terciaria compacta, sino
como un conjunto de estructuras. Por lo tanto, no puede ser cristalizada, y casi
todo el conocimiento sobre la beta-amiloide proviene de estudios de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y dinamica molecular (84).

Los modelos derivados de la RMN son de un polipéptido de 26 aminoacidos, a
partir de beta-amiloide AR (10-35) que muestran una estructura en espiral, sin
una estructura secundaria significativa. Estudios de réplica, cambio y dinamica
molecular demuestran que la beta-amiloide se puede encontrar en diversos
estados. En simulaciones guiadas por RMN, parece que AB (1-40) y AB (1-42)
cuentan con estados de conformacién muy diferentes, con el fragmento C-
terminal de AB (1-42) siendo mas estructurado que el de los fragmentos de AB
(1-40) (85).

La informacién estructural sobre el estado oligomérico de beta-amiloide es aun
escasa. En condiciones de baja temperatura y baja salinidad se lograron aislar
los oligbmeros pentaméricos en forma de disco de esta proteina, y se vio que
son carentes de estructura beta. Por otro lado, oligémeros solubles preparados
en presencia de detergentes parecen tener un contenido importante de laminas
beta con caracteres paralelos y antiparalelos, los cuales son diferentes a las
fibrillas que se encuentran depositados en el cerebro (86).

En un informe del 2009 se demostré que la produccion del B-amiloide tiene un

ciclo circadiano, aumenta cuando la persona se encuentra en estado de vigilia y

disminuye durante el suefio. Se demostrdé que la produccién del neuropéptido

orexina, durante el estado de vigilia, es necesaria para la produccion en ritmo
circadiano de la B-amiloide. El informe sugiere que largos periodos de vigilia
pueden ocasionar una acumulacién crénica de B-amiloide, lo cual podria

hipotéticamente conducir a la enfermedad de Alzheimer. Lo anterior concuerda
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con los recientes hallazgos en los cuales la privacién crénica o excesiva de
sueno esta asociada con el inicio de Alzheimer. La melatonina también se
encuentra relacionada con el mantenimiento del ritmo circadiano. En particular,
la melatonina ha sido relacionada con el fendmeno "crepuscular”, en el cual, los
pacientes con enfermedad de Alzheimer que tienen las placas amiloides en el
hipotalamo, muestran exacerbacion de los sintomas de la enfermedad al final
del dia. Este fendmeno "crepuscular" puede estar directa o indirectamente
relacionado con el descubrimiento reciente sobre el aumento continuo en la

produccioén del B-amiloide durante el transcurso del dia (87).
1.8.1 Papel fisiologico del péptido Ap

Estas funciones no asociadas con Alzheimer incluyen la activacién de cinasas,
la proteccion contra estrés oxidativo, regulacién del transporte de colesterol,
actuando como un factor de transcripcion y actividad antimicrobiana

(especialmente asociado con su accién pro-inflamatoria) (88).

A pesar del papel aparentemente negativo que presenta el AB en la enfermedad
de Alzheimer, este péptido participa, de una forma que no ha sido explicada con

exactitud, en varias funciones celulares normales, por ejemplo:
1. Ejerce una funcion autdcrina y estimula la proliferacion celular (89).

2. Promueve la adhesién celular y protege a las neuronas contra dafo oxidativo.
El péptido sAB puede interferir en procesos de sefalizacidn, via proteinas G e

incrementar la actividad de la MAP cinasa (90).

3. En concentraciones fisiolégicas puede actuar como factor neurotréfico y
neuroprotector (91).

4. Se ha planteado que es un regulador fisiologico de la funcion de canales

ibnicos (K*, Ca2*) en neuronas y que es secretado por algunas de estas células

en respuesta a la actividad neuronal para regular negativamente la transmision

sinaptica excitatoria (92).




5. Se ha propuesto que los depdsitos de AB puedan atrapar iones metalicos

potencialmente peligrosos (93).

7. Concentraciones nanomolares del péptido pueden bloquear la apoptosis

neuronal provocada por la ausencia de factores tréficos (94).

El AB posee una alta afinidad por Cu?* y Zn?* y también puede catalizar la

dismutacién del radical superéxido (Oz2) a H202, actuando entonces como
antioxidante. Se han detectado depdsitos de AB en cerebros humanos después
de dafno traumatico, y se sabe que tanto el péptido AB (1-40), pero
especialmente el AP (1-42), aumentan su concentracibn en el fluido
cerebroespinal durante la primera semana que sigue a un traumatismo

encefalico (95).

Algunos grupos de estudio han mostrado que el numero de placas de AB y de
maranas neurofibrilares en la corteza cerebral estan correlacionadas
inversamente con el estrés oxidativo, por lo que cuando la concentracion del AR
se incrementa, el dafno citoplasmico disminuye. En pacientes con sindrome de
Down también existe correlacion negativa entre los depdésitos de AB y dafo
oxidativo (96).

Sin embargo, a pesar de que se han aislado oligobmeros solubles del AB tanto
de cerebros normales como de cerebros afectados por la enfermedad de
Alzheimer, los niveles del péptido soluble suelen ser mayores en pacientes con
esta enfermedad que en sujetos normales, siendo mayor la proporcion del
péptido AR (1-42) que la del AR (1-40). AR (1-42) es menos soluble que las
otras isoformas del péptido, desarrolla fibrillas mucho mas rapido y promueve la

agregacion de formas mas pequernias de AB (97).

Por otra parte, mediante la utilizacién de ensayos in vitro se sabe que los
péptidos que contienen al fragmento hidrofébico (GAIIGLM) forman lentamente
agregados estables y se transforman en neurotdxicos después de un proceso
de incubacién. En cambio, el fragmento AB (25-35) (GSNKGAIIGLM), descrito
como la parte mas téxica del péptido, se agrega rapidamente y es neurotoxico
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de forma inmediata. Todos estos estudios han demostrado que es necesaria la
transicion del péptido de una forma soluble monomérica a una insoluble o
fibrilar para que sean toxicos a la célula y que esto es el resultado de un cambio
al azar en su estructura secundaria (random coil) y a—hélice a una de lamina.
Asimismo, en 1999 Walsh y colaboradores reportaron que los mondémeros y
dimeros del AB no son toéxicos para las células, mientras que oligobmeros

agregados de bajo peso molecular llamados protofibrillas si lo son (98).
1.8.2 Proceso de agregacion del péptido Ap

La agregacion de proteinas en fibrillas amiloides es el razgo patolégico de
muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo a la Enfermedad de
Alzheimer la cual se caracteriza, en parte, por la agregacion de la proteina beta
amiloide (AB) en placas fibrilares de amiloide en ciertas areas del cerebro (99).
Gran cantidad de evidencia sugiere que la agregacion del péptido AR es un
paso critico en el proceso de neurodegeneracion, por lo que prevenirlo puede

servir como enfoque terapéutico en el tratamiento de EA (100).

La agregacion de AR puede definirse como un proceso complicado y que al
parecer estd involucrada mas de una simple conversion de mondémeros solubles
en fibras. AB existe principalmente como una estructura a- hélice o random coil,

pero puede plegarse de manera incorrecta en estructuras B- plegadas, las

cudles son mas propensas a agregarse en forma de oligdmeros tdxicos y en

fibrillas amiloides insolubles.
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Figura 14: Proceso esquematizado de la cinética de agregacion de AR, la cual consta de dos
etapas, una denominada nucleacién donde los primeros monémeros con estructura alfa hélice
cambian a beta plegada reclutando e induciendo nuevos monémeros los cuales en la etapa de
elongacion aumentan su longitud culminando en la formacion de las fibrillas (101).

El mecanismo del plegamiento incorrecto del péptido AB hacia estructuras [3-
plegadas ocurre por el plegamiento de los aminoacidos de las posiciones 16-23
y 28-35 para formar esta estructura de lamina beta plegada. Una vez formada,
esta estructura tiende a agregarse, y esto por mecanismos que los
investigadores denominan nucleacion favorece a que las demas formas del
péptido beta amiloide sufran esta modificacién y empiecen a formar dimeros,

oligbmeros y finalmente las fibrillas maduras (102).

Los estudios actuales proponen que el rol de los oligobmeros solubles del
amiloide o los intermediarios pre-fibrilares de agregacién, son las principales
especies téxicas en enfermedes neurodegenerativas amiloides. Por ensayos de
microscopia electronica y de fuerza atémica se han identificado particulas
esféricas de aproximadamente 3 a 10 nm que aparecen a tiempos tempranos
de incubacion y desaparecen cuando se forman las fibrillas maduras (103).
Estos oligdmeros esféricos parecen representar intermediarios en la via de
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formacién de las fibrillas, ya que son observados transitoriamente en tiempos

intermedios de incubacién durante la formacion de las fibrillas.

A pesar de que los oligbmeros son intermediarios en la cinética de agregacion,
aun no es claro si estos son intermediarios obligados en la via de formacion de
las fibrillas ya sea por que coalecen directamente entre ellos para la formacidn
de las fibrillas, o si bien estos oligdmeros generan una via de agregacién
diferente a la clasica de ensamble de las fibrillas dependientes de nucleacion
(104).

1.8.3 Oligomeros del péptido Ap

La hipotesis del oligobmero en la Enfermedad de Alzheimer se introdujo en
1998; se basa en la presencia de oligobmeros de amiloide libres, los cuales son
los responsables de la rapida inhibicién del LTP y que estos causan un dafo
selectivo y rapido en las neuronas (105). Lambert y colaboradores establecieron
la presencia y acumulacién de oligdmeros solubles de AR, lo mas importante de

estos experimentos es que estos oligdmeros de A3 son potentes neurotoxinas.

En un experimento que demostré por primera vez a nivel molecular la pérdida
de memoria en EA, estos oligébmeros inhibieron funcionalmente la plasticidad
neuronal. La potenciacién de largo término (LTP) fue inhibida en cuestion de
minutos, con exposicion cronica a los oligdbmeros se observdé muerte neuronal la

cual es especifica de ciertas subpoblaciones neuronales (106).

Los oligdmeros solubles poseen una gran variedad de nombres, incluyendo

agregados amorfos, protofibrillas, miscelas, agregados prefibrilars y ADDLs
(ligandos difusibles derivados del péptido beta amiloide) (107).

1.8.4 Péptido AP 2535

A pesar de que los péptidos AR (1-40) y AB (1-42) son las formas mas
abundantes de AB que son producidas en el cuerpo, se han encontrado
fragmentos mas cortos que también han sido observados en tejido cerebral.
Uno de esos fragmentos cortos corresponde al péptido de 11 aminoacidos
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GSNKGAIIGLM correspondiente al segmento 25-35 del péptido méas largo del
beta amiloide. Este fragmento corresponde al segmento transmembrana de
PPA (108).

AB (25-35) representa el fragmento mas pequefio que naturalmente es
formado en el cerebro y el cual retiene tanto la toxicidad y las propiedades de
agregacion de la molécula de longitud completa. Estas propiedades lo hacen el
modelo ideal para el estudio de agregacién de los péptidos AR de tamano

completo (109).

El péptido AR (25-35) es producido en el cerebro de pacientes de edad
avanzada por el corte proteolitico de los péptidos solubles de AB (1—40). Saoy
colaboradores han propuesto que AB (25-35) representa la region
biolégicamente activa de las formas de AR, esto debido a que es el fragmento
mas corto que posee estructuras de lamina beta plegadas que favorecen la

agregacion asi como la toxicidad del péptido AB largo (110).

La forma monomeérica del péptido AR (25-35) puede ser citotoxica, esto debido
a que existen estudios que indican que tanto AB (25-35), como AR (1-42),
sufren cambios conformacionales de una forma soluble a una estructura sin
orden y finalmente a agregados fibrilares con estructuras de lamina beta

plegada, esto dependiendo de las condiciones ambientales (111).

Como es el caso del péptido AR de tamafio completo, AR (25-35) es un péptido
intrinsecamente desordenado (IDP). En otras palabras no posee una estructura
bien definida, y esta tiende a generar multiples conformaciones. Estos péptidos
son dificiles de caracterizar en agua, y su naturaleza desordenada, baja
solubilidad, y una gran tendencia a agregarse hacen que sea un gran reto

obtener la caracterizacion estructural completa a través de técnicas como RMN.

De acuerdo a este tipo de experimentos, se ha demostrado que AB (25-35)
adopta diferentes conformaciones y fibrillas morfolégicamente distintas
dependiendo de las condiciones experimentales (112).
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Figura 15: Esquema representativo de la conformacién de AB(25-35) de estructura beta plegada
(113).

1.8.5 Péptido AP 1-40

AB existe en varias isoformas de las cuales la variante de 40 residuos AR (1-
40), es la mas abundante in vivo, mientras que la variante mas propensa a
agregar es la de 42 residuos AB (1-42) (114).

Gran cantidad de evidencias sugieren que existe relacion no solo con la
Enfermedad de Alzheimer y el AB (1-40), sino que también es relacionado con
enfermedades donde la edad es un factor clave, tales como la inflamacion

cronica, esterilidad, ateroesclerosis, entre otras (115).

Los péptidos AR (1-40) son generados por el corte proteolitico de PPA por

accion de la beta y gamma secretasas (116) y este activa una cascada de

eventos pro inflamatorios en las células endoteliales y macréfagos produciendo
secrecion de citocinas y estrés oxidativo culminando en muerte neuronal (117-
119).




1.8.6 Péptido AP 1-42

El componente mayoritario de las placas seniles de la EA es el fragmento de 42
residuos del péptido AB, el cual es generado por el corte proteolitico de PPA por

accion de las By y-secretasas (120).

El fragmento AB (1—42) en comparacion con AB (1—40), muestra un aumento
dramatico en la formacion de fibrillas in vitro (105). Una de las principales
caracteristicas estructurales de las fibrillas formadas por el fragmento AR (1-42)
es que estas forman uniones cruzadas de estructura beta, las cuales contienen

laminas paralelas beta plegadas (121).

Gran cantidad de evidencia sugiere que el deterioro cognitivo es causado por la
acumulacién de oligdmeros de AB (1-42) en el cerebro de los pacientes con EA
(122). Los oligbmeros interrumpen el balance al unirse a proteinas de
membrana del plasma, cambio en los niveles intracelulares de calcio (123),
inducen la ubicacidon equivocada de Tau alterando los microtubulos (124),
alteran el trafico de membranas y alteran los niveles de expresion de ciertos
canales i6nicos de las uniones sinapticas (125) y por ultimo, causan pérdida
reversible de la espina de las neuronas (126). Estas alteraciones dan como
resultado dafio reversible en la memoria espacial el cual culmina en amnesia

anterograda en las primeras etapas de EA (127).
1.8.7 Técnicas de estudio de AB

Al observar en el microscopio fragmentos de tejido de cerebros de pacientes
con Alzheimer procesados con la técnica de tincién con plata, resalta el grado

de heterogeneidad de la patologia. Se han creado agentes empleados en

técnicas de imagen basado en analogos de tintes histolégicos que tienen un
poder mayor de discriminacion entre los estados conformacionales que pueden
ser usados antemortem para evaluar la etapa de la enfermedad y sus
componentes patologicos (127). Los patdlogos hoy en dia emplean tinciones
que son especificas de lesiones de la EA, mientras que los bioquimicos buscan
la manera de diferenciar los agregados y determinar su composicion. Las
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estructuras tenidas de plata en cerebros de pacientes con Alzheimer también se
tiien con colorantes clasicos de tincion tales como el Rojo Congo, y Tioflavinas
S y T, son agregados fibrilares altamente insolubles y estan compuestos en su
mayoria de una proteina principal (AB o Tau hiperfosforilada), pero ademas
existen proteinas adicionales y ciertos glicolipidos asociados a los agregados
pero no forman parte de las estructuras fibrilares por ellos mismos. Debido a
que estos componentes también se encuentran en cerebros sanos, estas
proteinas y glicolipidos asociados no se consideran patoldgicos (sin embargo,
ocasionalmente pueden interferir con la deteccion de AR, particularmente
aquellos métodos que emplean un anticuerpo para su deteccion). Las placas
neuriticas (AB), el amiloide cerebrovascular (AB) y los ovillos neurofibrilares
(Tau hiperfosforilada) pueden ser purificados y separados unos de otros
componentes insolubles (128). Resisten a la solubilizacién, inclusive de
detergentes potentes tales como el dodecil sulfato de sodio (SDS) y Sarcosil, y
para la despolimerizacidn son requeridas altas concentraciones de acido
férmico, finalmente, cuando son removidas las fibras espontaneamente se re

ensamblan en su forma previa.

Se realizaron muchos experimentos para poder identificar los componentes
principales de las placas y ovillos de cerebros con EA, se llevaron a cabo una
serie de extracciones en gradientes para investigar la transicion del péptido AR
de un mondémero soluble a placas difusas y finalmente su depésito en las placas
neuriticas. Los estudios de extraccion de AB en diferentes etapas de la
progresién de EA comparandolos con la histologia progresan de la siguiente
manera: una extraccion con un alcali diluido libera la forma soluble de A, una
extracciéon con SDS remueve los depésitos difusos y una ultima extraccién con
acido férmico se requiere para la solubilizacion de las placas neuriticas y el
amiloide cerebrovascular (128). Téjido de cerebro derivado de ratones knock-in

APP/PS1 en la etapa correspondiente de la deposicién de AB produce perfiles

de extraccion analogos a los mencionados previamente (129).




Tinciones inmuno-histoquimicas de secciones de tejidos revelaron numerosos

depodsitos del péptido AR (116). El uso de tintes especificos de amiloide tales

como el Rojo Congo y las Tioflavinas T y S, iluminan las placas neuriticas,

reaccionan muy poco con otros depdsitos que se pueden detectar por la tincién
de plata esto en cortes de cerebro. La técnica del Rojo Congo se basa en la
emision de birrefringencia al entrar en contacto con el amiloide, esta
birrefringencia revela una organizacién periddica orientada en las placas
neuriticas difusas y esta caracteristica es especifica de la secuencia del
péptido AB. La falta de birrefringencia es debido a la falta de estructuras
fibrilares. Estudios que emplean anticuerpos dependientes de la conformacion
de AP no son capaces de reconocer depésitos difusos de amiloide pero si

reconocen fibrillas sintéticas y placas neuriticas (130).

Se han llevado a cabo estudios detallados de placas neuriticas tefiidas con una
serie de derivados fluorescentes de politiofenol (los cudles tienen un espectro
de emisidon sensible a la cantidad de fibrillas amiloides) dichos estudios
revelaron que las placas individuales o regiones en una sola placa pueden
organizarse de manera distinta. Fibrillas sintéticas del péptido AB en diferentes
condiciones (agitacién o quiescentes) se tifien de manera distinta, lo cual indica
la presencia de polimorfismo en las fibrillas de AB lo cual es evaluado mediante

técnicas de RMN en estado sélido (131).

Hoy en dia el enfoque empleado para el estudio de EA in vivo consiste en medir
la progresién de la enfermedad mediante técnicas no invasivas, y a la par
obtener algin método de diagnéstico para detectar la enfermedad en etapas
tempranas. Un gran esfuerzo se ha realizado en la busqueda de biomarcadores
en sangre o en LCR tanto para el diagndstico temprano de la enfermedad vy
poder predecir la progresién e inclusive poder predecir que individuo es
susceptible de padecerla. Esta busqueda de biomarcadores ha resultado dificil
de llevar a cabo y permanece como un area intensiva de investigacion (132).

Un enfoque alternativo para el estudio de la EA es utilizando analogos de tintes
para la deteccion de amiloides para visualizar y cuantificar la patologia en el
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cerebro de los individuos y esto ha producido resultados muy interesantes y
ademas nos ha provisto de un acercamiento a las diferencias entre la
enfermedad en humanos y aquellos sistemas empleados para emular la
enfermedad en modelos animales. Mientras que la forma oligomérica de AP
esta a concentraciones muy por debajo de los limites de deteccion de las
tecnologias de imagen actuales, otras formas de AP (piscinas AB) pueden ser
mas adecuadas para las técnicas de imagen. El AB insoluble en SDS aislado

de cerebros de pacientes con EA ha demostrado tener una estructura distintiva

qgue al ser estudiada por RMN '°C que puede dar lugar al desarrollo de un

ligando especifico para estudios de imagen (133).
1.8.7.1 ThTy ThS

La Tioflavina T, compuesto Pittsburgh 1 (PIB, 6-OH-[2, 4-N dimetil-fenil
benzotiazol]), es un derivado de tinte amiloide, que fue disefado con
propiedades fisicoquimicas especificas para que sirva como un buen ligando y
gue se pudiera emplear en técnicas de imagen (134).

Vassar y colaboradores fueron los primeros en emplear el tinte derivado de
benzatiol Tioflavina T (ThT) como un potente marcador fluorescente para la
deteccion histologica de amiloides. Ellos observaron que ThT se ubicaba
selectivamente en los depédsitos de amiloide y esto aumentaba drasticamente
su fluorescencia (135). Este cambio en la fluorescencia debido a la unién de la
ThT a las fibrillas de amiloide corresponde a un cambio en el maximo de
excitaciéon de ThT (de 385 nm a 450 nm) asi como en su maximo de emisién
(de 445 nm a 482 nm) y este cambio corresponde solamente a la molécula de
ThT unida a las fibrillas de amiloide (136). El gran aumento en varios 6rdenes
de magnitud de la intensidad de fluorescencia de ThT al estar unida a las
fibrillas de amiloide, lo hacen un reportero sensible y eficiente; su alta
solubilidad en agua y moderada afinidad a las fibrillas hacen que sea versatil su
uso en sistemas experimentales. Ademas, diversos estudios han demostrado

que ThT se une tanto a fibrillas sintéticas asi como de fuentes bioldgicas (137).




A nivel molecular, los amiloides poseen una arquitectura rica en laminas beta
plegada perpendiculares al eje de la fibrilla. Los estudios de Naiki vy
colaboradores demostraron que ThT se une a estas laminas beta de las fibrillas,
por lo que el uso de ThT y derivados no solo funciona como indicadores en la
presencia de las fibrillas maduras sino que también pueden ser utilizados como
herramienta para el estudio estructural durante la formacién de amiloides (138).
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Figura 16: Esquema del empleo de distintas técnicas para el estudio de agregados amiloides
usando ThT como sonda fluorescente. (a) estructura quimica de ThT ,(b) microscopia
electrénica de una placa senil, (¢) microscopia de fluorescencia de una placa amiloide,(d)
espectro de fluorescencia de ThT séla y unida a fibrillas, (e) cinética de agregacion de beta

amiloide con ThT(139).
1.8.7.2 ANS

El 4cido 8-anilino-1-naftalen sulfénico (ANS) es una sonda fluorescente que es
extensivamente utilizada en la caracterizacion de sitios de union de proteinas;
esto debido a la gran afinidad del ANS a las superficies hidrofébicas de las
proteinas (140 - 141). ANS sufre un desplazamiento hacia el azul y aumenta su

fluorescencia cuando esta unido a las regiones no polares de la superficie de la
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proteina por lo que es usado como monitor del plegamiento proteico (142-143).
El anién del ANS es fuerte y se une dominantemente a grupos catiénicos de
proteinas solubles en agua esto por la formacidén de pares idnicos, por lo que la
unién de ANS y proteina depende del pH y la estequiometria (144).

o2
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1.9 Estrés oxidativo y la Enfermedad de Alzheimer

Figura 17: Estructura quimica del ANS

El cerebro es particularmente vulnerable al estrés oxidativo ya que presenta una
elevada tasa metabdlica derivada de la glucosa, posee niveles muy bajos de
defensas antioxidantes, contiene altas concentraciones de &cidos grasos
poliinsaturados, que son posible blanco de peroxidacion lipidica, y ademas es
rico en actividades enzimaticas relacionadas con metales de transicidn, los

cuales pueden catalizar la formacion de radicales libres (145).

Aunque el mecanismo por el cual el AR genera radicales libres en la
enfermedad de Alzheimer no esta totalmente esclarecido, se ha definido que
estas especies reactivas causan peroxidacién de lipidos, oxidacion de proteinas

y pérdida de integridad de la membrana. Esto trae como consecuencia la

inhibicidon de ATPasas, pérdida de la homeostasis del calcio, inhibicion del
sistema de captura de glutamato dependiente de sodio en células gliales,
alteracién de vias de senalizacién, activacion de factores transcripcionales vy

finalmente apoptosis (146) .

Las evidencias que indican que la citotoxicidad del AR es mediada a través de

radicales libres son variadas y entre ellas podemos mencionar:




1) Concentraciones micromolares de A provocan un aumento en los niveles de
H202 en células en cultivo, sin embargo, la presencia de catalasa o de SOD

previene la toxicidad del péptido (147).

2) Células seleccionadas por su resistencia al AB son también altamente

resistentes al efecto del H202y contienen altos niveles del glutatién (148).

3) Por otro lado, se han detectado niveles altos de ERO intracelulares en
individuos con sindrome de Down que sobreexpresan al gen de la PPA (149).

Aunque por mucho tiempo se ha pensado que el generador de ERO en la
enfermedad de Alzheimer es exclusivamente el AB, se ha planteado también la
existencia de otras fuentes de radicales libres, tales como el Fe®*, que se
encuentra incrementado en las maranas neurofibrilares y en los depdsitos de
AB. El Fe3* cataliza la formacion de HO- a partir de H202, asi como la formacion
de productos de glucosilacién avanzada o AGE (Advanced Glycation End

Products). Al*+ por su parte, también se acumula en las marafas neurofibrilares,

estimulando la peroxidacion lipidica inducida por Fe3* (150).

Por otra parte, la microglia activada que rodea las placas seniles es una fuente
de NO y O2, que a su vez pueden reaccionar para formar peroxinitrito (ONOO-
). Los AGE en presencia de metales de transicidn pueden también producir
especies reactivas (151). Ademas, tanto los AGE como el AB pueden reconocer
receptores de membrana especificos tales como RAGE (Receptor— Advanced
Glycation End products) y RS (Receptor Scavenger), mecanismo que a su vez
puede incrementar la produccion de ERO (152).

A pesar de las controversias al respecto, es un hecho que el cerebro de
pacientes con enfermedad de Alzheimer presenta un estado de estrés oxidativo
severo, detectandose un aumento en la peroxidacion de lipidos, bajos niveles
de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA, Polyunsatured Fatty Acids) y un
incremento en el 4—hidroxinonenal (HNE), un producto aldehidico neurotdxico
proveniente de la oxidacion de los PUFA. El HNE puede difundir desde el sitio
de su produccién, modificar organelos neuronales y alterar su funcion. El dafo
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oxidativo que se presenta en el Alzheimer incluye AGE, productos de
nitrosilacién, proteinas de neurofilamentos carbonil-modificadas y carbonilos
libres (153).

Asimismo, existe un incremento en la oxidacion proteica y un aumento en la
oxidacion del ADN detectado por niveles altos de su producto de degradacion,
el 8-hidroxi—2'-desoxiguanosina (8—-OHdG). ElI aumento de este Ultimo
compuesto, sin embargo, no siempre se lleva a cabo, pues se han encontrado
niveles muy bajos de 8—OHdG en algunos casos de Alzheimer con grandes
depodsitos de AB. Estos hallazgos pueden parecen contradictorios, pero dan
evidencia de que el AB y las marafas neurofibrilares, pueden constituir una
respuesta de la célula al estrés oxidativo al tener funciones anti—oxidantes, al

menos en las etapas iniciales de la enfermedad (154).

Con respecto a la respuesta inmune, se sabe que en procesos normales de
inflamacion se generan ERO que darian al tejido circundante. A pesar de que la
inflamacion aguda, que incluye edema e invasion de neutréfilos no es
caracteristica de la enfermedad de Alzheimer, existe evidencia de dano celular
mediado por células del sistema inmune. Una evidencia que sustenta la
posibilidad de un proceso inflamatorio en el cerebro de pacientes con
enfermedad de Alzheimer, es el hecho de que una terapia basada en drogas
anti—inflamatorias no esteroideas trae beneficios cognitivos.Una fuente potencial
importante de ERO en el cerebro es la microglia, que de forma similar a los
monocitos de la sangre o a los macréfagos peritoneales, son células que una
vez activadas presentan una actividad fagocitica alta. La microglia activada in
vitro produce radicales O2, lo cual sugiere que el AR es indirectamente
neurotéxico por la activacion de la microglia y la consecuente generacién de
radicales libres (155).

La respuesta inflamatoria secundaria a la acciéon del AB fue estudiada

primeramente en macréfagos peritoneales (109). En estas células, el AB 25-35

y el (1-40) son capaces de estimular a la NADPH oxidasa, una fuente

importante de radical Oz (110). El péptido (1—40) causa ademas un incremento
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en la produccién de NO. Asimismo, se ha detectado la formacién de NO en
microglia por un aumento en la actividad de la éxido nitrico sintasa causada por
el péptido. EI NO resultante puede reaccionar rapidamente con el radical O2—
que se produce en la mitocondria y formar ONOO-. Ademas, la exposicion de
microglia al AB provoca un aumento en la expresién de varias interleucinas
como TNF-a y TGF— entre otras sustancias moduladoras de las cascadas

inmunes. (156)

Por otra parte, se sabe que el metabolismo energético de las neuronas esta
deteriorado en cerebros afectados con la enfermedad de Alzheimer. La
tomografia de emision de positrones de pacientes con Alzheimer muestra una
disminucion progresiva en el metabolismo de la glucosa en el cerebro y un
menor flujo sanguineo en los Iébulos parietal y temporal, que correlaciona con
el grado de demencia de los pacientes. La primera evidencia de una posible
relacion entre el estrés oxidativo y alteraciones en el transporte de glucosa fue
encontrada por estudios de neuronas en cultivo, en los que se encontrd que el
AB altera la captura de glucosa, lo que causa a su vez un decremento en los
niveles de ATP. Se ha sugerido que esto es provocado por la conjugacién HNE
con la proteina transportadora de glucosa, GLUT3. Las alteraciones en el
metabolismo de la glucosa en el cerebro limitan la sintesis de acetil-colina,

glutamato, aspartato, acido—y—aminobutirico (GABA), glicina y ATP (157).

1.9.1 Metionina y estrés oxidativo

La Metionina es uno de los aminoacidos que mas facilmente puede oxidarse
dando lugar a sulfoxido de metionina, el cual puede existir en dos formas
diastereoméricas. Se postula que la oxidacién de la metionina puede servir para
dos propoésitos: a) como funcién regulatoria; b) como defensa antioxidante
(158).




Figura 18: Esquema del mecanismo de generacion de radicales libres de la Metionina 35 de AB
(159).

La formacién de radicales libres producto de la oxidacion del azufre en la
metionina presente en péptidos ha sido estudiada extensivamente. El atomo de
azufre puede ser atacado facilmente por radicales hidroxilo dando lugar a la
formacion del radical cationico Sulfuramil (S*) el cual es inestable. En el caso de
los péptidos AR al tener un residuo de metionina en la posicion 35 se postula
que existe una interaccién del atomo de azufre con el oxigeno del grupo

carbonilo de la Isoleucina 31 dando como resultado un intermediario que puede

ser oxidado por oxigeno molecular y generar el radical libre Sulfuramil (160).

Es debido a este complejo proceso de produccidén de radicales libres, y como
resultado, la generacién de estrés oxidativo por parte de la Metionina en la
posicion 35 de AB se ha propuesto diversas estrategias para disminuir o
inclusive eliminar el estrés celular generado. Estrategias para disminuir la
produccién de radicales libres por parte de la Metionina 35 podemos mencionar
desde tratamientos con moléculas antioxidantes cémo la Vitamina E la cual
modifico los efectos neurotoxicos de APB(1-42) (161-162). También se ha
propuesto la modificaciébn estructural de la Metionina en la secuencia
aminoacidica de AP; desde la sustitucion del atomo de Azufre por grupos
metileno lo cual generé una mutante AB(1-42M35NLE) derivada de norleucina,
la cual fue afiadida a un cultivo primario de 9-11 dias y se observé que no se
produjo oxidacién de proteinas, no hubo neurotoxicidad y no se formaron
radicales libres (163).
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Figura 19: Esquema de generacién de ROS por AB (161).
1.10 Inhibidores de la agregacion de Ap

La formacioén de placas de AB es el rasgo patolégico que es mas asociado con
EA; por lo que disminuir o inclusive eliminar la cantidad del péptido AB para
evitar su agregacién es la estrategia a seguir en la busqueda para futuros
tratamientos farmacolégicos.Se ha comprobado el papel que tiene el péptido AB
de manera normal en el organismo por lo que la mera presencia de él no es
causa de la neurodegeneracién en EA. AB debe llevar a cabo una serie de

cambios conformacionales y de plegamiento incorrecto culminando en la

formacién de agregados, los cuales se depositan en el cerebro y estos son los

que principlamente causan neurotoxicidad (164).

Es por lo anterior que un enfoque racional para la busqueda de terapias
farmacolodgicas seria el uso de inhibidores de la agregacion de AB; y es en este
sentido donde se han buscado inhibidores de fuentes tan diversas que van
desde los productos naturales hasta los basados en peptidomimética. Una




terapia farmacolégica ideal para EA es aquella que el inhibidor sea especifico
de agregados patoldgicos, sea capaz de reducir la agregacion y/o toxicidad de
AB, que él mismo no sea toxico y que a su vez sea capaz de atravesar la

barrera hemato-encefalica.

Es debido a lo anterior que se ha propuesto utilizar modificaciones estructurales
que interfieran en el mecanismo de agregacion de AB; esto debido a que AR
tiene la capacidad de reconocerse él mismo para favorecer la agregacion y
ademas, de que es bien conocido que la secuencia aminoacidica esta
directamente relacionada con sus propiedades de agregacion (165-166)

Existen reportes donde se han producido inhibidores péptidicos de la
agregacion de AP basados en la modificacion estructural del mismo, esto
mediante mutaciones puntuales en aminoacidos que parecen ser claves en el
proceso de agregacion de AB. De estros trabajos podemos destacar inhibidores
sintéticos basados en D-amino estereoisémeros de AR para generar péptidos
mas resistentes a proteasas (proporcionandoles mayor resistencia y mayor
durabilidad) (167). Otra modificacion a la secuencia de aminoacidos propuesta
es la conversion a aminoacidos N-metilados el cual de manera in vitro redujo la

agregacion de AB nativo (168).

Asi como se han tenido resultados favorables en la busqueda de inhibidores de
la agregacion de AR bajo el enfoque de modificarlo estructuralmente, se han
obtenido inhibidores péptidicos sintéticos como es el caso del D-hexapéptido
(klvffa), el cual comprende la regién de los aminoacidos 16 al 21 de AB, los
cuales inhiben la agregacion in vitro, pero desafortunadamente el mismo

inhibidor se agregaba (169).

Para el presente trabajo se decidid6 modificar la secuencia aminoacidica de AR
en las posiciones A30W, K28A y M35C en los fragmentos AB(25-35), AB(1-40),
y AB(1-42) ya que debido a experimentos previos de docking molecular parecen

ser claves en el proceso de agregacion.




CAPITULO lI: JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer se ha convertido en uno de los principales
problemas de salud publica que disminuye la esperanza de vida de la persona
que lo padece e inclusive puede llevarla hasta la muerte. Los mecanismos que
la originan aun no han sido totalmente esclarecidos y se ha propuesto a la
hipotesis del amiloide como una de las principales causas de la enfermedad. El
proceso patolégico desencadenante de la enfermedad de Alzheimer propuesto
en la hipétesis del amiloide es el ensamblaje del péptido AB y la formacion de
oligbmeros toxicos por lo que prevenirlo es clave para el desarrollo de
estrategias terapéuticas. Debido a lo anterior el presente trabajo pretende
caracterizar in vitro, y estudiar el efecto en cultivo celular de variantes en la

agregacion del péptido.

HIPOTESIS

Las mutantes AB(K28A), AB(A30W) y AB(M35C) difieren en el mecanismo de

agregacion, citotoxicidad y produccidén de especies reactivas de oxigeno con
respecto AB (25-35), AB(1-40) y AB(1-42) silvestre y modifican su cinética de

agregacion.




CAPITULO lll: OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
Estudiar la agregacion y citotoxicidad del péptido AB y sus mutantes.
3.2. Objetivos especificos

1.- Comparar las cinéticas de agregacion en presencia de ThS y ANS de los

péptidos silvestres y mutantes.

2.- Estudiar las interacciones entre los péptidos silvestres y las variantes en la
agregacion de los péptidos silvestres.

3.- Determinar la citotoxicidad, viabilidad celular y especies reactivas de

oxigeno de los péptidos amiloides en la linea celular C6 de glioblastoma de

rata.




CAPITULO IV: MATERIALES
4.1 REACTIVOS
4.1.1. Solubilizacién del péptido AB

e Agua miliQ
e NaOH (Sigma Aldrich)

4.1.2. Cinéticas de aagregacion

e PBS1X
e Tioflavina S

e 1-Anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS)

4.1.3 Cultivo y viabilidad cellular
e Cell Titer 96 Aqueous non radioactive assay (Promega)
Todos los reactivos de la marca Invitrogen-Gibco

Aminoéacidos no esenciales (10Mm 100X)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advanced DMEM)
L-Glutamina (200Mm 100X)

Suero Bovino Fetal (FBS)

Tripsina — EDTA (0.25%)

Solucién de antibiotic-penicilina-estreptomicina (100Ul/ml de penicilina G
de sodio y 100 ul/ml de sulfato de estreptomicina

Azul de Tripano (0.4%) (Gibco)

4.2 MATERIALES
4.2.1. Materiales de uso general

e Micropipetas automaticas (Bio Pet) de volumen variable: 0.5-10uL, 20-
200 pL, 100-1000uL

e Puntillas para micropipetas




e Tubos eppendorf de 0.2,0.6 y 2ml
4.2.2. Cinéticas de agregacion

e Tubos Falcon de 50ml

e Microplacas de 96 pozos negras
4.2.3 Cultivo celular

Pipetas seroldgicas estériles de 5y 10ml (Corning)

Placas Petri de 100 x 15 mm (Corning)

Placas de 96 pozos, tratadas, estériles, de fondo transparente (Corning)
Crioviales de 1.5 ml (Corning)

Camara de Neubauer (Baxter Scientific Products)

Pipetas Pasteur ( Corning)
4.2.4 Material biolégico

e Linea celular C-6 Glioblastoma de rata Wistar (Rattus norvegicus
albinus).
e Péptidos (GenSript)

Tabla 5: Secuencia aminoacidica de los péptidos utilizados.

Péptido AB Secuencia de aminoacidos

AB3s-25 MLGIIAGKNSG

AB2s-35wt GSNKGAIIGLM

ApB2s-35(K28A) GSNAGAIIGLM

AB2s.35(A30W) GSNKGWIIGLM

AB25.35(M35C) GSNKGAIIGLC

AB1-a0wt DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGAIIGLMVGGW




AB1-20(K28A) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNAGAIIGLMVGGW

AB1-20(A30W) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGWIIGLMVGGW

AB1-40(M35C) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGAIIGLMVGGW

AB1-a2wt DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGAIIGLMVGGW

AB1-22(A30W) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGKIIGLMVGGW

AB1-42(K28A) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNAGAIIGLMVGGW

AB1-42(M35C) DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV
GSNKGAIIGLMVGGW

4.3 EQUIPOS

4.3.1. Equipo de uso general

e Vortex Genie
4.3.2 Solubilizacién y cinéticas del péptido

e Sonicador ultrasonic processor

¢ GloMax ®- Multi Detection System (Promega)
4.3.3 Cultivo cellular

Campana de flujo laminar clase Il tipo A2 (Nuaire)
Incubadora con agitacion MaxQ4000 (Thermo Scientific)
Incubadora de CO2 (Nuaire)

Microscopio éptico invertido Olympus CKX41

Bafio de agua Precision180




CAPITULO V: METODOS
ESTRATEGIA GENERAL

Para llevar a cabo los objetivos planteados en el presente proyecto de tesis, se
realizé la siguiente estrategia general.

Determind la
cinética de
agregacion de los
péptidos beta
amiloide
empleando
espectroscopia
de fluorescencia

Determing si
alguna de las
variantes de A
incrementa o
reduce la
agregacion de los
péptidos
silvestres

Determino si
alguna de las
variantes de A3
disminuye la
agregacion de
los péptidos
silvestres
previamente
agregados

MTS

6-Glo™ Ha07 Assav

Evalué la
viabilidad celular
y ROS de los
agregados en la
linea celular C-6
de glioblastoma
de rata




5.1 Cinéticas de agregacion empleando ThS como sonda de agregados

amiloides

5.1.1 Solubilizacién del péptido

1. Se pesd 1mg de los péptidos en balanza analitica.

2.- En campana de flujo laminar se disolvieron en 200uL de NaOH 2Mm y
800uL de PBS 1X obteniendo un volumen final de 1mL.

3.- Se sonicé en bano de agua por 15 minutos en frio y se prepararon alicuotas

de 200uL en tubos, las cuales se guardron a -20°C.

4.- Las alicuotas tenian una concentracion de 1mM en el caso de AB(25-35)
silvestre y mutantes y para AB(1-40) silvestre y mutantes de 250uM.

5.1.2 Cinética de agregacioén

1.- En tubos de 1mL con rosca se colocaron 15.2uL del stock de 1mM (esto en
el caso de ApB-25-35 silvestre y mutantes) y 357.2ulL de PBS 1X. Para AB(1-40)
silvestre y mutantes se colocaron 60.8uL de la solucidén stock de 250uM y
311.6uL de PBS 1X. En ambos casos se obtuvo una concentracion final de
40uM y se realizaron experimentos por duplicado.

2.- Se agit6é en vortex por 15 segundos y se colocé en agitacion de 340rpm a
37°C a los siguientes tiempos: 0,0.5, 1, 5, 7.5, 10, 15, 24, 48, 72 y 96 horas.

3.- Terminado el tiempo de incubacion se agitdé en vortex por 15 segundos y se
colocd 7.6uL de una solucion stock de Tioflavina S 1X (para conocer la
proporcion de agregados de tipo amiloide) obteniendo una concentracion final
de 20uM en el volumen final de 380uL.

4.- Se agitdé en vortex por 15 segundos y se colocaron 120uL por pozo en una
placa de 96 pozos de fondo oscuro.

5.- Posteriormente, se leyd la fluorescencia a las longitudes de onda de
exitacion 430nm y de emision 550nm.




/ Diagrama de flujo de la cinéticas de agregacion en presencia de ThS \
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Figura 20: Diagrama de flujo para la cinética de agregacién de Ap(25-35), AB(1-40) silvestre y
mutantes.

T:37 C 340 rpm Tiempos
de incubacion:
0,0.5,1,5,7.5,
10,15,24,48,72 y 96h

Tabla 6: Lista de de los péptidos AB(25-35), AB(1-40) silvestre y sus respectivas mutantes

empleados para las cinéticas de agregacién empleando ThS.

AB(25-35)WT AB(1-40)WT AB(1-42)WT

AB(25-35)M35C AB(1-40)M35C AB(1-42)M35C
AB(25-35)A30W AB(1-40)A30W AB(1-42)A30W
AB(25-35)K28A AB(1-40)K28A AB(1-42)K28A
AB(35-25)




5.2 Cinéticas de agregacion empleando ANS como sonda de agregados

amorfos
5.2.1 Solubilizacién del péptido

1. Se llevd a cabo el procedimiento de solubilizacién del péptido descrito

anteriormente.

5.2.2 Cinética de agregacién

1.- En tubos de 1mL con tapa se colocaron 15.2uL del stock de 1mM (esto en el
caso de Ap-25-35 silvestre y mutantes) y 345.8uL de PBS 1X. Para Ap(1-40)
silvestre y mutantes se colocaron 60.8uL de la solucidén stock de 250uM y
300.2uL de PBS 1X. En ambos casos se obtuvo una concentracion final de
40uM vy realizaron experimentos por duplicado.

2.- Se agit6 en vortex por 15 segundos y se colocaron en agitacion de 340rpm a
37°C grados a los siguientes tiempos: 0,0.5, 1, 5, 7.5, 10, 15, 24, 48, 72 y 96
horas.

3.- Terminado el tiempo de incubacion se agité en vortex por 15 segundos y se
colocd 19uL de una solucion stock de ANS 1X (conocer la proporcion de
agregados amorfos) obteniendo una concentracién final de 50uM en el volumen
final de 380pL.

4.- Se agitdé en vortex por 15 segundos y se colocaron 120uL por pozo en una
placa de 96 pozos de fondo oscuro.

5.- Para finalizar se ley® la fluorescencia a las longitudes de onda de exitacion a
365nm y de emision a 410-460nm.




/ Diagrama de flujo de la cinéticas de agregacion en presencia de ANS \
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Figura 21: Diagrama de flujo para la cinética de agregacién de Ap(25-35), AB(1-40) silvestre y
mutantes.

T:37 C 340 rpm Tiempos
de incubacion:
0,0.5,1,5,7.5,

10,15,24,48,72 y 96h
AB(1-40) 250uM 5
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Tabla 7: Lista de de los péptidos AB(25-35), AB(1-40) silvestre y sus respectivas mutantes

empleados para las cinéticas de agregaciéon empleando ANS.

AB(25-35)WT AB(1-40)WT AB(1-42)WT

AB(25-35)M35C AB(1-40)M35C AB(1-42)M35C
AB(25-35)A30W AB(1-40)A30W AB(1-42)A30W
AB(25-35)K28A AB(1-40)K28A AB(1-42)K28A
AB(35-25)




5.3 Co-incubacion de mutantes previamente agregadas/péptido silvestre

proporcion 25:5

5.3.1 Solubilizacién del péptido

1. Se llevd a cabo el procedimiento de solubilizacién del péptido descrito

anteriormente
5.3.2 Pre-incubaciéon de mutante

1.- La mutante fue pre-incubada 96 horas a una concentracién de 40uM,
posteriormente se colocé el péptido silvestre a una proporcion de 25 (40uM) y la
mutante a una proporcién de 5 (8uM) (25:5).

5.3.3 Cinética de agregacion

1.- Se agité en vortex por 15 segundos y se colocod en agitacion de 340rpm a
37°C a los siguientes tiempos: 0,0.5, 1, 5, 7.5, 10, 15, 24, 48, 72 y 96 horas.

2.- Terminado el tiempo de incubacion, se agitd en vortex por 15 segundos y se
colocaron 7.6uL de una soluciéon stock de Tioflavina S 1X obteniendo una
concentracion final de 20M en el volumen final de 380uL.

3.- Se agité en vortex por 15 segundos y se colocaron 120uL por pozo en una
placa de 96 pozos de fondo oscuro.

4.- Para finalizar se ley¢ la fluorescencia a las longitudes de onda de exitacion a
365nm y de emision a 410-460nm.




Diagrama de flujo de la co-incubacidon de mutantes previamente
agregadas/ péptido silvestre proporcion 25:5
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Figura 22: Diagrama de flujo para la cinética de agregacion de las co-incubaciones de las

mutantes agregadas con los péptidos silvestres.




Tabla 8: Lista de de los péptidos AB(25-35), AB(1-40) silvestre y sus respectivas mutantes

(agregadas) empleadas en cada experimento de co-incubacion.

AB(25-35)wt/AB(25-

35)A30W

AB(25-35)wt/AB(25-

35)K28A

AB(25-35)wt/AB(25-
35)M35C

AB(1-40)Wt/AB(1-
40)A30W
AB(1-42)wt/AB(1-
42)A30W

AB(1-40)Wwt/AB(1-
40)K28A
AB(1-42)wt/AB(1-
42)K28A

AB(1-40)wt/AB(1-
40)M35C
AB(1-42)wt/AB(1-
42)M35C




5.4 Co-incubacion de mutantes/péptido silvestre previamente agregado
proporcion 25:5

5.4.1 Solubilizacién del péptido

1. 1. Se llevé a cabo el procedimiento de solubilizaciéon del péptido descrito

anteriormente
5.4.2 Pre-incubacion de mutante

1.- El péptido silvestre fue pre-incubado 96 horas a una concentraciéon de 40uM
posteriormente, se coloco la mutante a una proporcién de 25 (40uM) y péptido
silvestre a una proporcion de 5 (8uM) (25:5)

5.4.3 Cinética de agregacion

1.- Se agité en vortex por 15 segundos y se colocod en agitacion de 340rpm a
37°C a los siguientes tiempos: 0,0.5, 1, 5, 7.5, 10, 15, 24, 48, 72 y 96 horas.

2.- Terminado el tiempo de incubacion, se agitdé en vortex por 15 segundos y se
colocaron 7.6uL de una soluciéon stock de Tioflavina S 1X obteniendo una
concentracion final de 20M en el volumen final de 380uL.

3.- Se agité en vortex por 15 segundos y se colocaron 120uL por pozo en una
placa de 96 pozos de fondo oscuro.

4.- Para finalizar se ley¢ la fluorescencia a las longitudes de onda de exitacion a
365nm y de emision a 410-460nm.




Diagrama de flujo de la co-incubacion de mutantes/péptido
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Figura 23: Diagrama de flujo para la cinética de agregacion de las co-incubaciones de las
mutantes con los péptidos silvestres agregados.




Tabla 9: Lista de de los péptidos AB(25-35), AB(1-40) silvestres agregados y sus respectivas

mutantes empleadas en cada experimento de co-incubacion.

AB(25-35)wt/AB(25-
35)A30W

AB(25-35)wt/AB(25-
35)K28A

AB(25-35)wt/AB(25-
35)M35C

AB(1-40)wt/AB(1-
40)A30W

AB(1-40)wt/AB(1-
40)K28A

AB(1-40)wt/AB(1-
40)M35C

AB(1-42)wt/AB(1-
42)A30W

AB(1-42)wt/AB(1-
42)K28A

AB(1-42)wt/AB(1-
42)M35C




5.5 Ensayos de viabilidad celular en la linea celular C6 de glioblastoma de

rata

1.- Los péptidos fueron pre-incubados 96 horas a una concentracién de 40uM.

Se realizaron 2 experimentos independientes.

2.-Se sembraron 20,000 células C6 de glioblastoma de rata en placas de 96
pozos Yy se les adicionaron 100uL de medio DMEM advanced al 2.5% de suero

bovino fetal.
3.- Se dejaron incubando 24 horas a 37°C y 5% COz2.

4.- Culminado el tiempo de incubacion, se retiré el medio y se adicionaron 100
UL de medio con o sin péptido AB a una concentracién final de 40uM y de forma
independiente control antisentido, rotenona y PBS 1X. Esto se realizd por

triplicado.
5.- Se incub6 por 24 horas a 37°C y 5% COa.

6.- Terminado el tiempo de incubacién de las células con los tratamientos se
utilizé el kit CellTiter 96 acuoso no radioactivo de la casa comercial Promega,
para medir la proliferacidén celular, siguiendo las indicaciones del fabricante y se
les colocd 20puL del reactivo por pozo.

7.-Se incub6 por 1 horaa 37 °C y 5% COz2
8.- Se realiz6 la lectura de Absorbancia a 490nm.

9.- Se graficaron los resultados obtenidos y se realiz6 el analisis de los datos
empleando la prueba estadistica de ANOVA de una via seguido de

comparaciones multiples de Dunnet.




Diagrama de flujo de los ensayos de viabilidad celular en la linea celular

C6 de glioblastoma de rata
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Figura 24: Diagrama de flujo del ensayo de Viabilidad celular con MTS de los péptidos silvestres

y mutantes en la linea celular C6 de glioblastoma de rata.




Tabla 10: Lista de los tratamientos empleados en los ensayos de viabildad celular.

Blanco Ceélulas sin tratamiento
Control de muerte celular Rotenona
Lk AB(25-35)wt
T2 AR(25-35)K28A
T3 ApB(25-35)A30W
T4 AR(25-35)M35C
T5 Ap(1-40)wt
T6 ApB(1-40)K28A
7 AB(1-40) A30W
T8 AR{1-40) M35C
T9 AB(1-42)wt

AB(1-42)A30W
Ap(1-42)K28A
AB(1-42)M35C

AB(35-25)




5.6 Determinacion de Especies Reactivas de Oxigeno

1.- Los péptidos fueron pre-incubados 96 horas a una concentracion de 500uM
para AB(25-35) silvestre y mutantes y para AB(1-40) 250uM. Se realizaron 2

experimentos independientes.

2.-Se sembraron 20,000 células C6 de glioblastoma de rata en placas de 96
pozos en 70uL de medio DMEM advanced al 2.5% de suero bovino fetal.

3.- Se dejaron incubando 18 horas a 37°C y 5% CO:z:.

4.- Culminadas las 18 horas de incubacién de las células con los tratamientos,
se les coloc6 20 uL de ROS-Glo™ Sustrato de H20:2 del Kit ROS-Glo H202 de la
casa comercial Promega, el clual queda a una concentracion final de 25uM

preparada de acerdo a las indicaciones del fabricante.
5.-Se dejo6 incubando por 6 horas la solucion sustrato H202 a 37 °Cy 5% COz.

6.- Culminadas las 6 horas de incubacion de las células con los tratamientos se
les colocd 100 pL de ROS-Glo™ Solucién de deteccion preparada de acuerdo a
las indicaciones del fabricante.

7.- Se dejo incubando a condiciones ambientales por 20 minutos y se procedio

a leer la luminiscencia.

8.- Se graficaron los resultados obtenidos y se realizé el andlisis de los datos
empleando la prueba estadistica de ANOVA de una via seguido de

comparaciones multiples de Dunnet.




Diagrama de flujo de los ensayos de Especies Reactivas de Oxigeno en la

linea celular C6 de glioblastoma de rata
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Figura 25: Diagrama de flujo del ensayo de produccion de Especies Reactivas de Oxigeno de
los péptidos silvestres y mutantes en la linea celular C6 de glioblastoma de rata.




Tabla 10: Lista de los tratamientos empleados en los ensayos de especies reactivas de

oxigeno.

T

Blanco Células sin tratamiento
Control de ROS H202 1mM
T ApR(25-35)wt
T2 AB(25-35)K28A
T3 AB{25-35)A30W
T4 AB(25-35)M35C
T5 AB(1-40)wt
T6 AB(1-4D)K28A
T7 AB({1-40) AJ0OW
T8 AR(1-40) M35C
T9 AB(1-42)wt

AB(1-42)A30W
AB(1-42)K28A
AB(1-42)M35C

ABI35-25)




CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1 AB (25-35) silvestre y mutantes

Cinéticas de agregacion en presencia de ThS y ANS

Al comparar las cinéticas de agregacion de los péptidos AB (25-35) silvestre con
sus respectivas mutantes existe una diferencia en la agregacion con cada
fluoréforo empleado. En el caso del fluoréforo ThS, el cual es una sonda
intercalante de estructuras ricas en laminas beta, como lo son los agregados
amiloides (los cuales son ricos en estas estructuras) existen patrones de
agregacion distintos. En el caso de la mutante A30W, a cada uno de los
tiempos su agregacion es menor que el silvestre. Para la mutante M35C en
ciertos tiempos su agregacion es menor que el silvestre, pero en los tiempos
iniciales es ligeramente mayor la agregacién. Y en el caso de la mutante K28A
a ciertos tiempos presenta mayor agregacion que el silvestre y en otros tiempos
menor agregacion. Todas las mutantes al tiempo de 96 horas exhiben una
menor agregacion, especialmente la mutante AS0W con respecto al péptido

silvestre.

Comparacion cinéticas de agregacion ThS Ap(25-35)wt y mutantes 40pM

3000
A30OW

K28A
M35C
WT

35-25

48 72
Tiempo(h)

Figura 26: Representacion grafica de la comparacién de las cinéticas de agregaciéon en
presencia de ThS (agregados de tipo amiloide) para el fragmento AB(25-35) silvestre y mutantes

todos a una concentracion de 40uM con valores de URF.




En el caso del fluor6foro ANS (el cual nos indica los residuos hidrofébicos
expuestos caracteristicos de agregados amorfos) el péptido silvestre present6
menor cantidad de agregados amorfos en todos los tiempos, y en el caso de la
mutante A30W presenta mayor cantidad de estos agregados a tiempos
tempranos de la cinética. Sin embargo, a tiempos posteriores de las 15 horas se
presenta un aumento de los agregados amorfos por parte de la mutante M35C
asi como una disminucion de los agregados de la mutante AS0W. La mutante
K28A de manera similar al péptido silvestre fue la mutante que menor respuesta
dio al ANS.

Comparacion cinéticas de agregacion ANS AB(25-35)wt y mutantes 40 M
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Figura 27: Representaciéon grafica de la comparacion de las cinéticas de agregacién en
presencia de ANS (agregados de tipo amorfo) para el fragmento AB(25-35) silvestre y mutantes

todos a una concentracion de 40uM con valores de URF.

La proporciéon de agregados de tipo amiloide/amorfo fue diferente entre las
mutantes con respecto al silvestre; el péptido AB(25-35) silvestre gener6 en

mayor proporcion agregados de tipo amiloide en comparaciéon con los

agregados amorfos y esto resulta ser significativo. En el caso de la mutante

A30W, en comparacion con el silvestre y las demas mutantes, fue la que menos
genero agregados de tipo amiloide y amorfos.




La mutante K28A generé mayor proporcion de agregados amiloides en
comparacién con los agregados amorfos con respecto a la misma mutante pero

estos siguen siendo menores que el péptido silvestre.

En el caso de la mutante M35C, fue la mutante que generé mayor proporcion de
agregados de tipo amorfo esto con respecto al silvestre y con respecto a la
misma mutante gener6 menos agregados de tipo amiloide y esto resulta
estadisticamente significativo.

Proporcion de agregados amiloide/amorfos de los péptidos
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Figura 28: Representacion grafica de la proporcion de agregados de tipo amiloide/amorfo para
el fragmento AB(25-35) silvestre y mutantes todos a una concentracién de 40uM con valores de
URF normalizados. Pruebas estadisticas ANOVA y comparaciones multiples significancia
p>0.05.

6.1.2 Co-incubacion de mutantes agregadas con péptido silvestre
Péptido AB (25-35)wt-(25-35)A30W (25:5)

Para observar el efecto que producen las mutantes agregadas sobre el péptido
silvestre se llevo a cabo una co-incubacién y la cinética de agregacion con el
fluoréforo ThS.

En la siguiente grafica se observa la cinética de A (25-35)wt; al compararla con
la cinética obtenida de la co-incubacion de la mutante ASOW vy el silvestre se

68




observa como la agregacion comienza a disminuir a partir de las 15 horas y en
el caso del tiempo de 96 horas se aprecia mas claro esta disminucién en la

agregacion.

Cinética de agregacion ThS Ap(25-35)wt co incubado con AB(25-35)A30W 25:5
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-+ AP(25-35)WT
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Figura 29: Representacion grafica de la cinética de agregacion del péptido ABR(25-35) silvestre
co incubado con la mutante AB(25-35)A30W previamente agregada en una proporcion 25:5

péptido silvestre mutante.
Péptido ApB (25-35)wt-(25-35)K28A (25:5)

En el caso de la co-incubacion del péptido silvestre con la mutante K28A a las

15 horas empieza una disminucién estadisticamente significativa en la

agregacion del péptido silvestre co incubado con la mutante y posterior a esta

hora empieza a dismunir aun mas la agregacion y para las 96 horas hubo una

disminucién de hasta 5 veces la agregacion del péptido silvestre.




Cinética de agregacion ThS AB(25-35)wt co incubado con Ap(25-35)K28A 25:5

3000+
- AB(25-35)WT
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Figura 30: Representacién grafica de la cinética de agregacién del péptido AB(25-35) silvestre
co-incubado con la mutante AB(25-35)K28A previamente agregada en una proporcion 25:5

péptido silvestre mutante.
Péptido AB (25-35)wt-(25-35)M35C (25:5)

En el caso de la co-incubacién del péptido silvestre con la mutante M35C se
presenta un punto a las 10 horas de mayor agregacién con respecto al silvestre
de hasta 4 veces mayor, al igual que lo sucedido con la mutante A30W también

a tiempos posteriores de las 15 horas empieza a disminuir la agregacion del

péptido silvestre

Cinética de agregacionTh$S Ap(25-35)wt co incubado con Ap(25-35)M35C 25:5

6000+
-+ AB(25-30)wt
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Figura 31: Representacion grafica de la cinética de agregacion del péptido AB(25-35) silvestre
co incubado con la mutante AB(25-35)M35C previamente agregada en una proporcién 25:5

péptido silvestre mutante.




6.1.3 Co-incubacion de mutantes con péptido silvestre agregado

Posteriormente, se evalu6 si alguna de las mutantes tenia la capacidad de

disminuir la agregacién del péptido silvestre previamente agregado. Las

mutantes de AB(25-35) lograron disminuir la agregacion del péptido desde las
24 horas, y el anadlisis estadistico demuestra que esta disminuciéon en la

agregacion es significativa.
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Coincubaciéon Ap(25-35)wt - AB(25-35)M35C 25:5
wild type agregado
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Figura 32: Compendio de las graficas de las cinéticas de agregacion del péptido AB(25-35)
silvestre previamente agregado co-incubado con las mutantes A30W,K28A,M35C en una

proporcién 25:5 péptido silvestre agregado/ mutante.

6.1.4 Viabilidad celular de los péptidos amiloides en la linea celular C6 de

glioblastoma de rata

Se evalué la viabilidad celular de las mutantes y los péptidos silvestres, no se
encontrd diferencia significativa entre las variantes AB(25-35) ABR(A30W),

AB(K28A), AB(M35C), en la viabilidad celular de la linea celular C6. ABR(25-35)
silvestre obtuvo una viabilidad celular 66.5% y las mutantes obtuvieron valores
de viabilidad parecidos al silvestre (AB(A30W) 65.95%, AB(K28A) 62.95%
AB(M35C) 64.92%).

Gréfica de Viabilidad celular Ap(25-35)wt y variantes 40uM
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Figura 33: Grafica de viabilidad celular de AB(25-35) silvestre y mutantes a una concentracién

de 40uM. Control de muerte celular se empled Rotenona a una concentracién del 1 uM.




6.1.5 Produccion de Especies reactivas de oxigeno de los péptidos

amiloides en la linea celular C6 de glioblastoma de rata

Con respecto a la produccién de especies reactivas de oxigeno hubo un

aumento por parte de la variante de AB(25-35)K28A en la linea celular C6, la

cual resulta ser estadisticamente significativa, esto con respecto al péptido

silvestre.

Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno A(25-35)wt y variantes 40uM
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Figura 34: Gréafica de ERO ApB(25-35) silvestre y mutantes a una concentracién de 40uM.

Control de produccion de ERO se emple6 H202 a una concentracion del 500 uM .




6.2 AB (1-40) silvestre y mutantes
6.2.1 Cinéticas de agregacion en presencia de ThS y ANS

En el caso del péptido AB (1-40) silvestre con el fluoréforo ThS exhibe una
cinética de agregaciéon menor que todas las mutantes en cada tiempo de la
cinética. La mutante AS0W en casi todos los tiempos con excepcién de las 10 y
96 horas presenta una cinética de agregacion mayor que el péptido silvestre y

las demas mutantes.

En el tiempo de 10 horas, la mutante M35C exhibe mayor agregacion que la
mutante A30W y aun mayor con respecto al silvestre, y a las 96 horas la
mutante K28A presenté un aumento de hasta 3 veces en la agregacion con
respecto a las mutantes M35C, A30W vy el péptido silvestre.

Comparacion cinéticas de agregacion ThS Ap(1-40)wt y mutantes 40pM
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Figura 35: Representacion grafica de la comparacién de las cinéticas de agregacién en
presencia de ThS (agregados de tipo amiloide) para el fragmento AB(1-40) silvestre y mutantes,

todos a una concentracion de 40uM.

En el caso del fluor6foro ANS, el péptido silvestre a inicios tempranos exhibe

menor formacion de agregados amorfos, sin embargo, a tiempos finales vy,

especialmente a las 72 horas, hay un gran aumento en la formaciéon de estos
agregados. Con respecto a las mutantes, M35C presenta en todos los tiempos
menor presencia de agregados amorfos en comparacion con A30W y K28A.




Comparacion cinética de agregacion ANS Ap(1-40)wt y mutantes 40uM
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Figura 36: Representacion grafica de la comparacién de las cinéticas de agregacién en
presencia de ANS (agregados de tipo amorfo) para el fragmento AB(1-40) silvestre y mutantes,
todos a una concentracién de 40uM.

La proporcidon de agregados de tipo amiloide/amorfo fue diferente entre las
mutantes con respecto al silvestre; el péptido AB(1-40) silvestre generé menor
proporcién de agregados de tipo amiloide y mayor agregados de tipo amorfo
bajo nuestras condiciones experimentales, y esto es estadisticamente

significativo.

La mutante AB0OW generé mayor agregados de tipo amorfo que de amiloide y

esto resultd significativo; mientras que la mutante K28A generé mayor cantidad

de agregados de tipo amiloide que de amorfos y resultd ser significativo. La
mutante M35C no mostré una diferencia significativa en la proporcion de
agregados de tipo amiloide/amorfo.




Proporcion de agregados amiloide/famorfos de los péptidos
AB(1-40)wt y mutantes 40uM
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Figura 37: Representacion grafica de la proporcion de agregados de tipo amiloide/amorfo para
el fragmento AB(1-40) silvestre y mutantes todos a una concentracién de 40uM con valores de
URF normalizados. Pruebas estadisticas ANOVA y comparaciones multiples significancia
p>0.05.

6.2.2 Co-incubacion de mutantes agregadas con péptido silvestre

Péptido AB (1-40)wt-(1-40)A30W (25:5)

En el caso del péptido AB(1-40) co-incubado con la mutante AS0OW, se observd
una disminucion significativa de hasta 3 veces menor en la agregacién del

péptido silvestre a tiempos posteriores de la cinética.




Cinética de agregacion ThS Ap(1-40)wt co incubado con Ap(1-40)A30W 25:5
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Figura 38: Representacién gréafica de la cinética de agregacion del péptido AB(25-35) silvestre
co-incubado con la mutante AB(1-40)A30W previamente agregada en una proporcién 25:5

péptido silvestre mutante.
Péptido Ap (1-40)wt-(1-40)K28A (25:5)

En la co-incubacion del péptido AB(1-40) a inicios de la cinética de agregacién

el péptido silvestre empieza a aumentar su agregacién desde las 10 horas, la

cual va aumentando conforme transcurre la cinética y a tiempos finales se
aumenta la agregaciéon del péptido hasta 3 veces por parte de la mutante K28A
previamente agregada.
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Figura 39: Representaciéon grafica de la cinética de agregacion del péptido AB(25-35) silvestre
co-incubado con la mutante AB(1-40)K28A previamente agregada en una proporcién 25:5

péptido silvestre mutante.




Péptido AB (1-40)wt-(1-40)M35C (25:5)

En la co-incubacion del péptido AB(1-40) con la mutante M35C desde el inicio
de la cinética la agregacion del péptido silvestre aumenta en comparacion a la
cinética del péptido silvestre, y este aumento en la agregacién por parte de la

mutante en el silvestre se mantiene durante toda la cinética.

Cinética de agregacion ThS Ap(1-40)wt co incubado con AB(1-40)M35C 25:5
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Figura 40: Representacion gréafica de la cinética de agregacién del péptido AB(1-40) silvestre co-
incubado con la mutante AB(1-40)M35C previamente agregada en una proporcién 25:5 péptido

silvestre mutante.

6.2.3 Co incubacion de mutantes con péptido silvestre agregado

Posteriormente, se evalu6 si alguna de las mutantes tenia la capacidad de
disminuir la agregacién del péptido silvestre previamente agregado. Las

mutantes de AB(1-40) no lograron disminuir la agregacién del péptido, sino al

contrario, la potenciaron, esto bajo nuestras condiciones experimentales
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Figura 41:Compendio de las graficas de las cinéticas de agregacion del péptido AB(1-40)

silvestre previamente agregado co-incubado con las mutantes A30W,K28A,M35C en una

proporcién 25:5 péptido silvestre agregado/ mutante




6.2.4 Viabilidad celular de los péptidos amiloides en la linea celular C6 de

glioblastoma de rata

En el caso del péptido AB(1-40) silvestre y sus distintas mutantes, se encontr6
una diferencia significativa entre las variantes AB(1-40) ABR(A30W), AB(K28A),
AB(M35C) en la viabilidad celular de la linea celular C6. AB(1-40) silvestre
obtuvo una viabilidad celular 36.08% y las mutantes AB(A30W) 62.55%,
AB(K28A) 87.56% AB(M35C) 88.48%
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Figura 42: Grafica de viabilidad celular de AB(1-40) silvestre y mutantes a una concentracién de

40uM. Control de muerte celular se emple6é Rotenona a una concentracion del 1 pM.

6.2.5 Produccion de especies reactivas de oxigeno de los péptidos

amiloides en la linea celular C6 de glioblastoma de rata

Las variantes de AB(1-40)A30W y ABR(M35C) produjeron menor cantidad de
ERO con respecto al silvestre en la linea celular C6, la cual resulta ser
estadisticamente significativa y estos resultados correlacionan con los
obtenidos en viabilidad celular por parte de estas mutantes (resultaron con

mayor viabilidad celular).
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Figura 43: Grafica de ERO AB(1-40) silvestre y mutantes a una concentracion de 40uM. Control

de produccion de ERO se empled H20:2 a una concentracién del 500 uM .




6.3 AB (1-42) silvestre y mutantes
6.3.1 Cinéticas de agregacion en presencia de ThS y ANS

En el caso del péptido AB (1-42) silvestre con el fluoréforo ThS exhibe una
cinética de agregacidon mayor que todas las mutantes en cada tiempo de la
cinética. La mutante ASOW en casi todos los tiempos presenta una cinética de
agregacion menor que el péptido silvestre y las deméas mutantes, y parece tener
un patrén de generacién de agregados de tipo amiloide que repuntaba cada 7.5
horas desde el inicio hasta antes de las 24 horas. La mutante K28A empez6
con una cinética de agregacién menor que el silvestre, la cual aumenté a las 48
y 72 horas y al termino de esta disminuyd con respecto al silvestre. En el caso
de la mutante M35C, siempre mostré una cinética de agregaciéon menor que el

silvestre.

Comparacién cinéticas de agregacion ThS Ap(1-42)wt y mutantes 40pM
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Figura 44: Representacion grafica de la comparacion de las cinéticas de agregacién en
presencia de ThS (agregados de tipo amiloide) para el fragmento AB(1-42) silvestre y mutantes

todos a una concentracién de 40uM.

En el caso del fluor6foro ANS, el péptido silvestre a inicios tempranos exhibe
menor formacién de agregados amorfos. Con respecto a las mutantes, estas
generaron mayor cantidad de agregados de tipo amorfo en comparacion al
silvestre pero lo hicieron de distinta manera. La mutante M35C present6 una

formacién de agregados de tipo amorfo de hasta 10 veces mayor a las 15 horas

con respecto al silvestre, y esta disminuyd a las 24 horas y en los tiempos
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posteriores se mantuvo constante. La mutante A30W desde las 24 horas hasta
el término de la cinética gener6 mayor cantidad de agregados de tipo amorfo
con respecto al silvestre y fue la mutante que a las 96 horas, generdé mayor
agregados amorfos. En cuanto a la mutante K28A, esta también exhibié una
cinética de agregados amorfos mayor que el silvestre, sin embargo, fue menor

que la mutante ASOW.

Comparacion cinéticas de agregacion ANS AB(1-42)wt y mutantes 40uM

(35-25)
WT
A30W
K28A
M35C

50
Tiempo(horas)

Figura 45: Representacion grafica de la comparacién de las cinéticas de agregaciéon en
presencia de ANS (agregados de tipo amorfo) para el fragmento ABR(1-42) silvestre y mutantes
todos a una concentracién de 40uM.

La proporcién de agregados de tipo amiloide/amorfo fue diferente entre las
mutantes con respecto al silvestre; el péptido AB(1-42) silvestre gener6 menor
proporcién de agregados de tipo amiloide y mayor agregados de tipo amorfo
bajo nuestras condiciones experimentales, y esto es estadisticamente
significativo. Las mutantes tuvieron un comportamiento similar en la generacién
de agregados de tipo amiloide, sin embargo, el comportamiento para los
agregados de tipo amorfo difiri6 en las mutantes con respecto al silvestre. La
mutante M35C mostr6 mayor formacién de agregados de tipo amorfo con
respecto a las demas mutantes y el silvestre; en seguida la mutante ASOW, y la

que generdé menor proporcion fue K28A, pero aun asi generaron mas

agregados amorfos que el silvestre. La proporcion entre los agregados de tipo

amiloide/amorfo en las mutantes resultd ser estadisticamente significativa

83




donde sélo la mutante M35C obtuvo mayor proporcion de agregados de tipo
amorfo con respecto a los amiloides; AS0W y K28A obtuvo menor proporcion de
agregados de tipo amorfo con respecto a los amiloides y esto fue

estadisticamente significativo.
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Figura 46: Representacion grafica de la proporcion de agregados de tipo amiloide/amorfo para
el fragmento AB(1-42) silvestre y mutantes todos a una concentracién de 40uM con valores de
URF normalizados. Pruebas estadisticas ANOVA y comparaciones multiples significancia
p>0.05.

6.3.2 Co-incubacion de mutantes agregadas con péptido silvestre

En la co-incubacién del péptido AB(1-42) con las mutantes agregadas se
observo la disminucién en la agregacion del péptido silvestre por parte de las

mutantes a los tiempos 0, 15 y 96 horas y esto resultd ser estadisticamente

significativo. A las 15 horas que fue el punto de mayor agregacién amiloide del

péptido silvestre se observa como las mutantes ASOW y K28A disminuyeron la
agregacion casi en un 50%, mientras que la mutante M35C la disminuy6 sélo en
un 25%.
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Figura 47: Representacion grafica de la cinética de agregacion del péptido AB(1-42) silvestre co-
incubado con las mutantes A30W,K28A,M35C previamente agregadas en una proporcion 25:5

péptido silvestre agregado/ mutante




6.2.3 Co incubacion de mutantes con péptido silvestre agregado

Posteriormente, se evalu6 si alguna de las mutantes tenia la capacidad de
disminuir la agregacién del péptido silvestre previamente agregado. Las
mutantes de AB(1-42) lograron disminuir la agregacion del péptido, esto bajo
nuestras condiciones experimentales. La mutante A30W logré disminuir la
agregacion desde el tiempo inicial en comparacién con K28A y M35C.
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Figura 48: Representacion grafica de la cinética de agregacion del péptido AB(1-42) silvestre previamente
agregado co-incubado con las mutantes A30W,K28A,M35C en una proporcién 25:5 péptido silvestre
agregado/ mutante.




6.3.4 Viabilidad celular de los péptidos amiloides en la linea celular C6 de

glioblastoma de rata

En el caso del péptido AB(1-42) silvestre y sus distintas mutantes, se encontré
una diferencia significativa entre las variantes AB(1-42) AB(K28A) y AB(M35C)
en la viabilidad celular de la linea celular C6. AB(1-42) silvestre obtuvo una
viabilidad celular 35.11% y las mutantes AB(A30W) 46.54%, AB(K28A) 57.33%
AB(M35C) 100.91%
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Figura 49: Grafica de viabilidad celular de AB(1-42) silvestre y mutantes a una concentracioén de

40uM. Control de muerte celular se emple6é Rotenona a una concentracion del 1 uM.

6.3.5 Produccion de especies reactivas de oxigeno de los péptidos

amiloides en la linea celular C6 de glioblastoma de rata

Las variantes de AB(1-42)A30W y AB(K28A) produjeron ERO de manera similar
con respecto al silvestre en la linea celular C6, AB(M35C) fue la mutante que
menor ROS generd. Estos resultados correlacionan con los obtenidos en

viabilidad celular por parte de esta mutante (resultaron con mayor viabilidad

celular).
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Figura 50: Grafica de ERO AB(1-42) silvestre y mutantes a una concentracién de 40uM. Control

de produccion de ERO se empled H20:2 a una concentracién del 500 uM .




CAPITULO VII: CONCLUSIONES

La mutante AB(25-35)-A30W es la que generd menor proporcién de agregados
de tipo amiloide en comparacion al péptido silvestre. AB(25-35)-K28A y AB(25-
35) -M35C presentaron una formacién de estos agregados similar al péptido

silvestre.

La exposicion de residuos hidrofébicos fue mayor en la mutante AB(25-35)-
M35C, seguido de AB(25-35)-K28A; aunque esta a ciertos tiempos con respecto

al péptido silvestre el cual no genero exposicidén de residuos hidrofébicos.

La formacién de agregados tipo amiloide fue similar con la excepcién de AB(1-
40)-A30W, la cual es mayor y a las 96 horas hubo un aumento de hasta 4 veces

en la formacién de agregados por parte de AB(1-40)-K28A.

La proporcién de residuos hidrofobicos expuestos fue mayor en la mutante
AB(1-40)-A30W en comparacion con el péptido silvestre. AB(1-40)-K28A no

generd residuos hidrofébicos expuestos durante la cinética.

La formacion de agregados tipo amiloide por parte de las mutantes de AB(1-42)
fue similar, todas tuvieron una cinética de agregacion menor que el péptido
silvestre. AB(1-42)-A30W fue la que tuvo la formacién de agregados tipo
amiloide mas baja de las tres mutantes. AB(1-42)-K28A presentdé un aumento
de agregados amiloides con respecto al silvestre a las 24 y 48 horas los cuales

disminuyeron a los tiempos posteriores.

La proporcién de residuos hidrofdbicos expuestos fue mayor en la mutante
AB(1-42)-A30W, en comparacion con el péptido silvestre en los tiempos

posteriores a las 15 horas. AB(1-42)-M35C generd hasta 10 veces mas

agregados de tipo amorfo a las 15 horas en comparacién al silvestre. AB(1-42)

no genero residuos hidrofobicos expuestos durante la cinética.

Las mutantes AB(K28A), AB(A30W) y AB(M35C) de AB(25-35) a tiempos largos
de coincubacién disminuyen la agregacion y presencia de agregados amiloides

del péptido silvestre, por lo que parece que actiian como inhibidores.




La mutante AB(M35C) de AB(25-35), a las 10 horas de incubacion, aumenta la
formacién de agregados amiloides (inestables) en el péptido silvestre al ser
coincubada, y estos disminuyen a tiempos posteriores.

Las mutantes AB(K28A), AB(M35C) de AB(1-40)wt bajo nuestras condiciones
experimentales favorecen la agregaciéon del péptido silvestre y la mutante
AB(A30W) disminuye la formacion de agregados amiloides en el péptido

silvestre.

Las mutantes AB(K28A), AB(A30W) y AB(M35C) de AB(25-35) disminuyen la
agregacion del péptido silvestre agregado bajo nuestras condiciones

experimentales.

Las mutantes agregadas AB(K28A), AB(A30W) y AB(M35C) de AB(1-42)
disminuyen la agregacién del péptido silvestre bajo nuestras condiciones

experimentales.

Las mutantes AB(K28A), AB(A30W) y AB(M35C) de AB(1-42) disminuyen la
agregacion del péptido silvestre agregado bajo nuestras condiciones

experimentales

No se encontré diferencia significativa entre las variantes ABR(25-35) AB(A30W),
AB(K28A), AB(M35C), en la viabilidad celular de la linea celular C6 de

glioblastoma de rata.

Se encontrd una diferencia significativa entre las variantes AB(1-40) ABR(A30W),
AB(K28A), AB(M35C) en la viabilidad celular de la linea celular C6 de

glioblastoma de rata.Las mutantes evitaron la disminucion de la viabilidad

celular con respecto al silvestre.

Las variantes de AB(1-42) AB(K28A) y AB(M35C) evitaron la disminucion de la
viabilidad celular con respecto al silvestre en la linea celular C6 de glioblastoma

de rata.




La mutante AB(25-35)-K28A gener6é un aumento de 25%, en comparacion con

el silvestre, en la produccién de ERO en la linea celular C6 de glioblastoma de

rata.

Las variantes de AB(1-40) ABR(A30W) y AB(M35C) disminuyeron la produccién
de ERO en un 75% en comparacion con el péptido silvestre.

La variante de AB(1-42), AB(M35C), disminuyé la produccién de ERO en un

60% en comparacidn con el péptido silvestre.




CAPITULO IX: DISCUSION

La investigacion de la Enfermedad de Alzheimer se ha enfocado en el estudio
de uno de los rasgos mas caracteristicos de la patologia, las placas seniles;
estas se componen principalmente de depdsitos del péptido AR y es por esta
principal caracteristica que afos mas tarde surgio la hipétesis de la cascada del
amiloide centrando el origen de la enfermedad en el péptido AR (170-171).

Experimentos posteriores encontraron una ausencia de correlacion entre las
manifestaciones clinicas de la enfermedad y la cantidad de placas seniles. Aun
mas desconcertante era el hecho que se encontr6 muerte neuronal en
pacientes con la enfermedad en regiones del cerebro donde no existian placas

de AB e inclusive se han encontrado en individuos sanos (172-173).

En el estudio exhaustivo para comprender la naturaleza del péptido AB y su
relacion con el origen de la Enfermedad de Alzheimer hoy en dia se han
encontrado formas oligoméricas solubles de AB que se forman durante el

proceso de agregacion del mismo y estas especies parecen ser clave en la

patologia de la enfermedad. Esto ya que experimentos previos han demostrado

generar déficit cognitivo en la ausencia de placas seniles (174).

El descubrimiento de esta correlacion entre las formas oligomeéricas solubles de
AB vy el déficit cognitivo producto de la muerte neuronal, aparentemente
causada por estas especies, ha sido de gran impacto tanto que hoy en dia
existe un cambio de paradigma en el enfoque para el estudio del origen de la

EA y se centra en estos oligdmeros de AB (175).

Una vez que es generado AR, sufre cambios en su estructura secundaria a-
hélice a una rica en laminas B la cual genera un proceso de agregaciéon y de
formacién de fibrillas asi como también de los oligdmeros solubles. Estos
cambios estructurales estan intimamente ligados con la secuencia aminoacidica
de AB y a las interacciones que tienen los aminoacidos intra e interpéptido (176-
177).




La busqueda de nuevas terapias que tiene como enfoque reducir o incluso
evitar el deposito del AR empleando moléculas pequefias que tengan la
capacidad de unirse al péptido y asi evitar su agregacion. Es en esta direccion
donde se propone el empleo de péptidos derivados de la misma secuencia de
AB, esto debido a la propia naturaleza del péptido para auto-ensamblarse, y
auto-reconocerse. Y es con este enfoque que se han obtenido ya fragmentos
derivados de AB con modificaciones estructurales que evitan la formacién de

agregados fibrilares neurotoxicos (178-179).

Para el presente estudio, decidimos modificar la secuencia del péptido A con
mutaciones puntuales (A30W, K28A y M35C) en sitios que parecen ser claves
en el proceso de agregacion, y al realizar estas modificaciones estructurales

pudieran intervenir en la agregacion del péptido AB.

Existen estudios donde se ha modificado la secuencia del péptido AB, pero
estas modificaciones han sido en fragmentos cortos, como lo son el fragmento
AB (25-35), el hexapéptido KLVFFA, (180) y en otros casos fragmentos mas
largos, AB (14-23), e incluso las modificaciones estructurales donde cambian
ciertos amino&cidos por sus formas enantiomeéricas (181), afaden grupos metilo
en ciertas posiciones (182) y asi intervenir en la agregacion de AB. Pero no hay

reportes en donde la misma modificacién estructural sea evaluada tanto en el

fragmento mas toxico, AB (25-35), como en la secuencia aminoacidica completa

AB (1-40); resaltando esto debido a que los individuos afectados por la
enfermedad tienen una mezcla de los fragmentos de AB, no solamente uno de
ellos y poder observar si la misma mutacién puntual realizada, afecta la cinética
de agregacién tanto en el fragmento mas téxico AB (25-35) como en los
fragmentos mas largos AB (1-40) AB (1-42).

Es el primer reporte del uso de la ThS como sonda de agregados amiloides. A
pesar de que el mecanismo de unién de ThT esta muy bien caracterizado y
estudiado, (183-184) se decidié usar ThS debido a experimentos previos. Fue la
sonda, que bajo nuestras condiciones experimentales, proporciond mayor senal

en las cinéticas de agregacién. Esto puede deberse a las condiciones

93




experimentales que fueron empleadas en este estudio, ya que se sabe que las

cinéticas de agregacion de Ap presentan falta de homogeneidad (185).

Las mutantes disefiadas para este estudio tuvieron un comportamiento distinto
en las cinéticas de agregacion con ambas sondas (ThS, ANS), en los dos
fragmentos de AP silvestres y de manera distinta dependiedo el fragmento, lo
cual nos indica que los aminoacidos en esas posiciones al ser sustituidos
alteran la cinética de agregacion del péptido silvestre.

La mutante AB(A30W) en AB(25-35), generd6 menor cantidad de agregados de
tipo amiloide en comparacién con el silvestre; en el caso de AB(1-40), |
mutante obtuvo mayor proporcion de agregados de tipo amiloide con respecto
al silvestre y para el fragmento AB(1-42) mostrdé una cinética de agregados
amiloides menor que el silvestre en todos los tiempos. EI comportamiento
distinto de la mutante en los tres fragmentos puede deberse a varios factores, el
primero de ellos es que AB(1-40) contiene casi toda la secuencia aminoacidica
de AB, y por ende el efecto del cambio de Alanina por Triptofano pudo
atenuarse, pero no en el fragmento AB(1-42) y la segunda posibilidad yace en
qgue bajo nuestras condiciones experimentales AB(1-40) generé menor cantidad
de agregados de tipo amiloide y en el caso de AB(1-42) ocurridé lo contrario,
generd mayor cantidad de agregados de tipo amiloide.

En el caso de la co-incubacion de la mutante previamente agregada con los
péptidos silvestres monoméricos para ver si esta podia modular la agregacién

de los mismos, se observé que en AB(25-35) y AB(1-42) evitaban la agregacion

y lograban disminuir la agregacion del péptido silvestre agregado; en AB(1-40),

la mutante agregada actué de la misma manera evitando la agregacién, sin
embargo, aumento la agregacién del péptido silvestre agregado.

La mutante AB(A30W) en los ensayos de viabilidad en la linea celular C6 de
glioblastoma de rata en comparacion con AB(25-35) y AB(1-42) silvestre no
presentd una diferencia significativa en cuanto a la viabilidad celular, pero en
AB(1-40) logré un aumento de hasta dos veces en la viabilidad, y esto se
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correlaciond con lo obtenido en los ensayos de especies reactivas de oxigeno
donde esta mutante gener6 menos en comparacion al silvestre y resulté ser
estadisticamente significativo. No existe reporte en donde la Alanina en esta
posicion de AB halla sido sustituida, y como podemos observar ,esta sustitucion
en AB(1-40) evité que las células de la linea C6 murieran y ademas, genero
menor cantidad de especies reactivas de oxigeno con respecto al silvestre.

Se sabe que la Lisina en las posiciones 16 y 28 parece tener un papel
importante en el ensamblaje y agregaciéon de AB. Nuestra mutante AB(K28A),
en el fragmento AB(25-35), generé menor cantidad de agregados de tipo
amiloide en comparacion con el silvestre; en el caso de AB(1-40), la mutante
generd hasta 2 veces mas cantidad de agregados de tipo amiloide con respecto
al silvestre, y para AB(1-42), no hubo un efecto tan significativo en la formacién
de agregados de tipo amiloide ni amorfo en comparacion con el silvestre. Existe
un reporte donde llevaron a cabo la misma mutacién de Lisina por Alanina en el
mismo fragmento (186), sin embargo, no lograron concluir el efecto de esta

mutacion debido a problemas de solubilidad por parte de la mutante.

Otro reporte de Yoshiike y colaboradores (187), utilizaron una triple mutante
para Arg5, Lys16, y Lys28 por Alaninas en la linea celular HEK293, y como
resultados obtuvieron una pérdida significativa de toxicidad inducida por las
fibrillas. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado, ya que en nuestras

cinéticas de agregacion esta mutante, a pesar de que bajo nuestras condiciones

experimentales en el fragmento AB(1-40) obtuvo mayor proporcidon de
agregados de tipo amiloide y que durante la co-incubacién del péptido silvestre
con la mutante parecia actuar como potenciador de la agregacion, en los
experimentos de viabilidad celular, esta mutante logr6 un aumento del doble en
la viabilidad celular con respecto al silvestre. Aunque en la produccién de
especies reactivas de oxigeno no hubo ni aumento ni disminucién de estas. Y
para AB(1-42) solamente se observd un aumento en la viabilidad celular con
respecto al silvestre, pero no fue estadisticamente significativo.




La Metionina es uno de los aminoacidos que mas facilmente se oxidan, esto
genera una reaccion en cadena, la cual culmina en la generacién de especies
reactivas de oxigeno en las células (188). Es por esto que se ha propuesto el
rol de la Metionina en la posicidn 35 de AB como una pieza clave en la
generacion de toxicidad

En nuestro trabajo seguimos la misma vertiente en cuanto al estudio de este
aminoacido y nos dimos a la tarea de investigar qué sucedia en los fragmentos
AB(25-35), AB(1-40) y ApB(1-42) sustituyendo la Metionina por Cisteina. La
mutante AB(M35C) en AB(25-35) gener6 menor cantidad de agregados de tipo
amiloide en comparacion con el silvestre y obtuvo mayor cantidad de agregados
de tipo amorfo en comparacion con el silvestre y, las demas mutantes. En el
caso de AB(1-40), la mutante gener6 hasta 2 veces mas cantidad de agregados
de tipo amiloide con respecto al silvestre y en contraste con la mutante en el
fragmento AB(25-35), casi no generd agregados de tipo amorfo bajo nuestras
condiciones experimentales. Para el fragmento AB(1-42) la mutante generé
mayor cantidad de agregados de tipo amorfo con respecto al silvestre y las
otras mutantes; disminuyé la produccién de ROS un 60% y evité la pérdida de

la viabilidad celular en un 100% en comparacién con el silvestre.

La mutante agregada en AB(25-35) evitd la agregacién del péptido y logro

disminuir la agregacién del mismo previamente agregado, a pesar de que en

AB(1-40) la mutante parecia actuar como potenciador de la agregacion, en los
experimentos de viabilidad celular esta mutante logré un aumento el doble la
viabilidad celular esto con respecto al silvestre. Y en la produccion de especies
reactivas de oxigeno obtuvo una disminucion estadisticamente significativa.
Para el fragmento AB(1-42) la mutante co-incubada evitd la agregacién del
péptido silvestre y logré disminuir la agregacion del silvestre agregado. Estos
resultados concuerdan con reportes (Jiang et al., 2007) que han sustituido esta
Metionina por Cisteina en donde han observado que en experimentos in vitro
esta sustitucidén atenua la toxicidad de AB y la produccién de ERO.




CAPITULO X: PERSPECTIVAS

Se plantean como perspectivas determinar la citotoxicidad y generacién de
ERO en cultivo primario de neuronas asi como la deteccién de los oligémeros
empleando geles desnaturalizantes; aislar los oligdmeros individuales vy
determinar su peso molecular por Espectrometria de Masas, determinar las

caracteristicas estructurales de los oligdmeros empleando Microscopia de

Fuerza Atémica y finalmente, determinar el efecto de los agregados in vivo

sobre el cerebro de rata.
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