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One, remember to look up at the stars and not down at your feet. Twogivevep work.
Work gives you meaning and purpose and life is empty witihotGihree, if you are lucky
enough to find love, remember it is there and don't throw it away.
Stephen Hawking(1942 £2018)
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Propdésito y Método de Estudio:

La vejez representa un problema de salud publica, ya gsie exia relacion directa entre

el envejecimiento y la aparicion de cambios a nivellaelque reducen la capactia

funcional del organismo y aumentan la aparicion de enfermedadeslegenerativas.

Entre estos cambios se encuentra la acumulacion de psoteiracelulares, la cual esta

relacionada con la alteracion de las vias de degradacion ddnpspten particular, la

autofagia.La autofagia es un mecanismo primordial para la homeostasisonal,

abundante evidencia ha demostrado que su alteracion tiene wianrelaecta con el

incremento en la incidencia de enfermedades neurodegeneraiivasla enfermedad de

Parkinson (EP).

Uno de los inductores de autofagia mejor caracterizados@samicinaEstudios previos,

en un modelan vivo de la EP demostraron el efecto neuroprotector de la raperaci

lograr disminuir la muerte de las neuronas dopaminérgicas.

Sin embargo, inicialmente, se utilizé la rapamicina por sopigilades como agente

inmunosupresor, al ser capaz de inhibir la proliferacion de célljlaB y células

presentadoras de antigenos. Asimismo, la rapamicina ha dabdonada con efectos

adversos sobre la via de la insulina, especificamente sobréulas-txeta.

Por lo tanto, es de gran importancia determinar si la dosiapenicina que ejerce un

efecto neuroprotector, que es 50 veces menor a la utilizada agemte inmunosupresor,

tiene un efecto adverso sobre 6rganos blanco.

Conclusiones y Contribuciones

Determinamos, mediante técnicas de histoquimica, que la adntidistrde una dosis
neuroprotectora de la rapamicima vivo causa alteraciones histoldgicas en higado y
pancreas, en donde demostramos la activacion de la autpfagia rapamicina mediante
western blot (WB). Sin embargo, encontramos que no hay modificacidas distintas
poblaciones celulares del sistema inmune residentes del edmvés de técnicas de
inmunodeteccién. Por lo tanto, podemos concluir que la rapzamies un gran candidato
como agente neuroprotector, contra enfermedades neurodegenerativdas EBMo

Director: Dra. Aracely Garcia Garcia
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Abstract

Senescence represents a public health problem, since tlediréxt relationship between
aging and the appearance of changes at the cellular hewettduce the functional capacity
of the organism and increase the appearance of neurodegenessasedi

Among these changes is the accumulation of intracellularipsotehich is related to the
alteration of protein degradation pathways, in particular, phatgy. Autophagy is a
primordial mechanism for neuronal homeostasis; abundant eeide® shown that its
alteration has a direct relationship with the increashenincidence of neurodegenerative
diseases such as Parkinson's disease (PD). One of thehdesiterized autophagy
inducers is rapamycin. Previous studies, inimrvivo model of PD, demonstrated the
neuroprotective effect of rapamycin by decreasing the deatiopdminergic neurons.
However, initially, rapamycin was used for its properties ragranunosuppressive agent,
being able to inhibit the proliferation of T cells, B cells atigen presenting cells.
Likewise, rapamycin has been linked to adverse effects ongtknipathway, specifically
on beta-cells. Therefore, it is of great importance to determimezher the dose that exerts
a neuroprotective effect, which is 50 times less thanubatl as an immunosuppressant
agent, has an adverse effect on the target orgéfesdetermined, by histochemical
methods, that the administration of a neuroprotective dosepafgcinin vivo causes
histological alterations in the liver and pancreas, where weon&nated autophagy
activation by rapamycin, through western blot (WB). Howewene changes were found
in the immune system residing cells of the spleen, withunmodetection techniquegve
concluded that rapamycin is a great candidate as a neuro®tegent against

neurodegenerative diseases sucRRs

XV
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Introduccién

El envejecimiento es un problema de salud publica, ya qaemeénto de la tasa de
sobrevida incrementa la incidencia de las enfermedades neurodégaseramo la
enfermedad de Parkinson (EP). La EP actualmente afecta entred4lmyllones de
personas mayores de 50 afios en el mundo. Se calcula que aawa26B0 esta cifra
alcanzara de 8.2 a 9.2 millones de personas, lo que conlleva a un graeenardbl
salud.

Entre los factores relacionados con el desarrollo de las enferrsatadedegenerativas
se encuentran el estrés oxidativo, la disfuncidn mitocahgrila alteraciéon de la
autofagia.

La autofagia es el mecanismo celular que se encarga de delpgadaymponentes
intracelulares que se encuentran dafiados o para la obtencigmieetes en situaciones
de escasez, mediante el uso de enzimas hidroliticas liaesorEste mecanismo se basa
en una serie de pasos que consistea)da:formacion del fagofordy) el autofagosoma,
y ¢) el autolisosoma, este ultimo mediante la fusién dedfagbsoma con el lisosoma
para finalmente llevar a cabo la degradacion enzimatica. I®oque diversos
tratamientos experimentales en modelos animales se handmfatda induccion de la
autofagia.

Entre los inductores de autofagia, el mejor caracterizado haasidpdmicina,. Ademas,
la rapamicina también se utiliza como antifingico, caoeadyuvante en la terapia
anticancerigena, y como agente inmunosupresor.

La activacion de la autofagia mediante la rapamicina se aehe efecto inhibitorio
sobre la via de mTOR, la cual funciona como sensor de los shigeleutrientes, y
promueve la activacion de diversos factores de crecimiéatosia de mTOR inhibe
especificamente la autofagia, por lo que al inhibir mMTOR se texwind resultado la
induccion de la autofagia.

Puesto que se ha demostrado un efecto neuroprotector de aicinpaen diferentes
modelos experimentales de neurodegeneracion, y debido a sto efemo

inmunosupresor, consideramos de gran importancia el realizar udioestorfoldgico
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del efecto de la administracion crénica de una dosis peatextora de la rapamicifa

vivo para determinar la seguridad de su uso terapéutico.
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Capitulo 1

1.1  Antecedentes
1.1.1 La vejez y las enfermedades neurodegenerativas

La vejez es un proceso del cual ningln ser vivo esta exentdmesie nos referimos a
esta etapa como una serie de cambios anatomo-fisio$hgios cuales dan como
resultado la disminucién de las capacidades fisiologicas del amyafiis.

&XDQGR QRV UHIHULPRYV DO WpUPLK R/ EBHQLrEHEROQU " QR (
de la edad, sino que puede referirse a la etapa adulta enda quganismo comienza a
sufrir modificaciones fisiol6gicas que resultan en la dismémucie la homeostasis, y
eventualmente desencadenar en la muerte del organismo [2].

Todos los organismos vivos envejecen, éste es un concepto alnnare aceptado,
pero la tasa de envejecimiento varia entre individuos e incluse gnipos. Por
ejemplo: en el ser humano, la tasa de envejecimientadadt por factores genéticos,
asi como por influencias externas como la alimentacion expesicion al medio
ambientd2].

A nivel celular, el envejecimiento se ha relacionadocthrmente con la alteracion de
diferentes mecanismos celulares. Se ha observado que lo®soroas se ven
comprometidos debido a un aumento en la degradacion deldoseros, a su vez, el
ADN presenta alteraciones en los mecanismos de reparacionmartera global la
célula presenta una disfuncion mitocondfgl La disfuncion mitocondrial genera a su
vez un aumento en los niveles de estrés oxidativo, umairdision en la funcion

mitocondrial, asi como una disminucion de la actividad de laagitof4].
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En diversos estudios patologicos se han encontrado nivelecaiyramente elevados
de estrés oxidativo en enfermedades neurodegenerativas comofelanedad de
Alzheimer (EA), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la EP [5].

El origen de estas patologias no solo se debe al aumento aévédess de estrés
oxidativo, sino a un desbalance en los mecanismos antideggue funcionan como
sistema de defensa contra el estrés oxidativo. EI aumenkaos daveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y landisidn de los sistemas de
defensa de Oxido-reduccion causan el mal funcionamiento del proteds@ue,genera
un aumento en la acumulacién de proteinas mal plegadagtjacion de la glia y una
disfunciéon mitocondrial que terminara en la muerte celular prografpda

El envejecer resulta ser la principal causa asociada a uormaggo de presentar
alguna enfermedad neurodegenerativa [6]. Los avances en el camigobiologia
molecular han demostrado que los cambios relacionadosnwadjeeimiento son
acumulativos, y estan intimamente relacionados con diveraasadmo la via de la
insulina/IGF-1, la via del receptor de rapamicina/mTOR, la dea sefalizacion
mitocondrial, y la restriccion caloridd].

Estudios recientes han demostrado que la alteracidigyuiesatle estas vias desencadena
la aparicion y progresion de enfermedades neurodegenerativas comj@]a EP
Muchas de las enfermedades neurodegenerativas tienen en gonaiimento de la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el sistema mepgagal[8]. El aumento
del estrés oxidativo causa el deterioro de los mecanismos de degmattaproteinas, lo
cual desencadena la acumulacion de péptidos mal plegashasson: el beta-amiloide
caracteristico de la EA, alfa-sinucleina presenteadfP, Cu/Zn superéxido dismutasa
mutante en la ELA9], o la huntingtina mutante en la enfermedad de Huntingiéf) (
[10].
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1.1.2 El papel de la autofagia en las enfermedades neurodegenerativas

La autofagia es el mecanismo celular cuyo objetivo leslegradar componentes
intracelulares mediante el uso de enzimas hidroliticas gelecsentran en el interior de

los lisosomaq11-16]. Es de gran utilidad para la célula en situaciones de escasez de
nutrientes o de estrés celular, desencadenando la forndeitna serie de complejos
proteicos necesarios para la adaptacion celular. Este swecaes fundamental no
solamente para la obtencién de nutrientes sino para la stgyeria celular, por lo que

hay una estrecha relacion entre la induccion de la autofajiergcimiento celulal7].
Estudios recientes han demostrado que la autofagia cumplieneién vital en diversos
mecanismos fisioldgicos Y fisiopatoldgicos, que son bastante emspl

La autofagia consiste en una serie de pasos que inclejesecuestro de los
componentes a degradar, el transporte al interior del lisosoma, Igpaposterior
degradacion mediante las enzimas hidroliticas activadas efusléan entre el
autofagosoma y el lisosoma. Ttaglegradacion, los componentes generados pueden ser
utilizados como fuente de energia para la sobrevivencia cHlidlar

Existen tres tipos de autofagia: la macroautofagia, keraautofagia y la autofagia
mediada por chaperonas. Usualmente, cuando mencionamos a la aukdagi@rimos

D OD 3PDFUHRDKMORIDILD"
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Fig. 1. La via de la autofagialLa autofagia es inducida por diversos estimulos
incluyendo dafio de la DNA. La autofagia implica el secoed proteinas y organelos
celulares dentro de estructuras de doble membrana denomaadésyosomas, y su
degradacion subsecuente por la via lisosomal. Esta via de dépmathécia con la
formacion del complejo Atgl2-Atg5 y la lipidacion de LC&ILC3-II, lo cual
desencadena el alargamiento del fagoforo. La fusion del autofagog del lisosoma
desencadena la acidificacion en el ahora autofagolisosoma. Eniakiaacia, la fusion
de autofagosoma y lisosoma lleva a: (a) la degradacion derigsonentes citoséhs
con la generacion ulterior de aminoacidos y acidos grasosejueciclaran para la
supervivencia celular; o (b) la eliminacion de proteinas y organedtencialmente
dafiinos. Bajo ciertas condicionés autofagia podria inducir la muerte celular para

destruir las células deterioradas/dafiddas

La autofagia es mediada por un organelo llamado autofagog@m@onsiderada como
un sistema de degradacidn no selectiva, esto se debe a autefaosoma secuestra

una porcién de citoplasma celular.
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La autofagia funge un papel de gran importancia en divemsmesos fisioldgicos y
fisiopatoldgicos, ya que regula la adaptacion celelarsituaciones de escasez de
nutrientes, la limpieza intracelular, el desarrollo cejidhenvejecimiento progresivo, la
muerte celular, la supresién tumoral, la supresion genétitaciona como barrera de
defensa contra agentes patdgenos. Por lo que cuando la autofagiaakerada se
pueden generar diversas patologias [20].

En el sistema nervioso, las neuronas hacen uso de la aatdé&agnanera habitual en
procesos como la plasticidad neuronal, la respuesta anti-indiaenanediada por la
microglia, el desarrollo de los oligodendrocitos, asi como en elgwraeemielinizacion.
Por lo que se puede decir que la autofagia tiene un efecto protectoneurtazag?21].
Cuando la autofagia se ve alterada también causa laukmiém de proteinas mal
plegadas que desencadenan procesos patologicos que dafian a laJa2lrona
Abundante evidencia ha demostrado que la alteracion de la aatésng una relacion
directa con el incremento de la incidencia de enfermedades ngenedativas como la
EA, laEH, la ELA y laEP[23].

En afios recientei Q HO PXQGR FLHQAKIEERUWR KO3 BB SHO GH (
y se le ha atribuido tener una estrecha relacion comedifss vias moleculares
implicadas en procesos fisiolégicos Y fisiopatoldgicos de gran impat@de31].

El papel de la autofagia en los mamiferos es ampliamente conaaitque los primeros
hallazgos se lograron gracias a modelos en levad8egsifaromyces cerevis)a 5],
[24-32].

Se ha encontrado que en las levaduras hay 32 genes relacionatioawtofagia (Atg),
y que se han conservado en otras especies incluyendo logenaamdando asi una
mayor importancia a la funcidon de la autofagia, que hacideevada a lo largo de la
evolucién[24].

Existen numerosos mecanismos involucrados en la reguldeinautofagia como es la
proteina mTOR, la cual cumple un papel clavela regulacion del crecimiento y la
autofagia. A pesar de los mdultiples avances que se han logra@b estudio de la
autofagia, el mecanismo mediante el cual se relaciondacda de mTOR aln no esté
del todo clard33].
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1.1.3 MTOR, el gran conducTOR del metabolismo celular

Gracias a la curiosidad de un joven investigador, el Drtnid@i, fue que pudo ser
descubierta la prot€§ D 725 SRU VXV VLIODV HQ LQJOpWY7DUJHYV
dos proteinas TOR1 y TOR2. TOR proviene del idioma algmgignifica 3 S X H,UoW D ~

cual es una buena analogia, ya que T&8ROD 3SXHUWD"~ SDUD HO FUHF
proliferacion celulaf34].

Edudios subsecuentes demostraron mediante la inhibicion de cb@Rel complejo
FKBP12-rapamicina, que TOR es una proteina cinasa localead@a membrana
intracelular que tiene la funcion de detectar los nivelesudgentes y llevar a cabo

funciones vitales para la célula, como la respuesta inmunprot@ina cinasa TOR se
HQFRQWUyY HQ ODV FpOXODV GH PDPtIHUR[@5SRU OR TXH L
MTOR es el gran regulador del crecimiento celular y tiengapel intrinseco en el
mecanismo de la autofagia en respuesta a situaciones agezste nutrientes, en
presencia de factores de crecimiento, asi como en situacionasésecelulaf33].

MTOR es una proteina serina/treonina cinasa que es inhibida @pamicina, la cual

es un componente producido por una bacteria nativa tdalale Pascua e inhibe la
proliferacion de células eucaridticas [36]. Ademas, la rapamiena! inductor de

autofagia mejor caracterizado a la fecha.

La proteina mTOR se puede encontrar formando parte de dos difecenipkejos,

MTOR complejo 1 (MTORC1K(g. 2) y mTOR complejo 2 (ImMTORC2F{(g. 3). Cada

complejo estd conformado por distsfaroteinas y fosforila a diferentes substratos.
mMTORCI1 fosforila a la proteina Raptor, asi como al substrato de AKGHR Mientras

gue mTORC2 fosforila a Rictor, entre otras subunidades como nySRrbtor-1/2.

Ambos, mMTORC1 y mTORC2, comparten el complejo mLST8/GbL, neoegara el
ensamblaje y la estabilidad del complejo regulador DEPTOR [37].

MTOR regula numerosos procesos necesarios para el craoinyieel metabolismo

celular, mediante la integracion de sefales de deteccidntdentes y de estrés celular

como la biogénesis del ribosoma, la traduccién de protgitasautofagia. A su vez,

estos cambios los puede realizar mediante la activacibaabivacion de S6K1, 4E-

BP1, ULK1, entre otros [38].
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b

DEPTOR

RAPTOR

TORCT

Fig. 2. MTORC1, es el gran regulador del metabolismanTORC1 tiene la
funcion principal de regular la activacion del metabolisEste complejo esta integrado
por las proteinas DEPTOR, RAPTOR, PRAS40 y mLST8 las cualearacliferentes
vias de sefializaciotiUtR DEDMR "™ F BePIE-BRY, pdMS6K: Bntre otf&3].
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PROTOR
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RICTOR
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Fig. 3. MTORC?2 tiene una relacién directa con la via de la insoh. La via

GH P725& VH DFWLYD \ HMHUFH OV PRQPBEX® B\H 3WE R/ IDYHL
los factores de activacion de los receptores de insldst@ complejo esta integrado por

las proteinas PROTOR, DEPTOR, RICTOR, mSIN1 y mLST8, las cualesract
diferentes vias de sefalizaciSttR DEDMR™~ FREAKTHY. &,53GK1Lentre

otras[38].

En un modelo deS. cerevisiacen donde Apgl (Atgl en mamiferos) se encontraba
alterada, se demostré que se desencadenaban alteraciongsaetofagia aun en
condiciones de escasez de nutrientes o de inhibicion de TOResdgique Apgl tiene

X Q HIHié abdo de TOR [39], [40]. De esta manera, se demostro que mTOR tiene
una relacién estrecha con la autofagia, ya que Atgl, tiermapel fundamental en la
etapa inicial de la autofagian la nucleacion y la formacién de la estructura pre-
autofagosoma (EPARB9], [41], [42].

Durante mas de una década, se ha generado evidencia de tanrd@ecnTOR en la
fisiopatdogia de diversas enfermedades neurodegenerativas con fenotipestdd

como la epilepsia, el autismo, el retraso mental, la demenciap&isél 3], [44].

1C
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Muchas de las enfermedades neurodegenerativas tienen en coni@natzdéa de la

sefializacion de mTOR, la cual se puede adjudicar a mutacitiessas de genes
reguladores del mismo mTOR [45] 0 a genes externos relacionados ddanwidOR.
Con el constante incremento de la poblacion adulto mayoprdeaalencia de las
enfermedades neurodegenerativas como la EA y la EP, va emémtce Por lo que la
busqueda de nuevas terapias experimentales resulta de gran jraterésl ambito
cientifico. La alteracion de la autofagia parece ser unasdpdsibles etiologias de las
enfermedades neurodegenerativas, por lo que experimentar con teragiasdylEean a
la induccion de la misma parece un camino prometedor.

La rapamicina, el agente farmacoldgico que permiti6 descubrir a @ity farmaco
con multiples propiedades, por ejemplo, se ha demostradtiemeela capacidad de
extender la vida en varios organismos incluyendo el ratémloRque esto nos abre el
camino para el establecimiento de nuevas terapias contra eddeiese

neurodegenerativd46].

1.14 La rapamicina como agente inmunosupresor

La rapamicina es un macrélido producido por la bacttreptomyces hygroscopicua
cual fue aislada por primera vez en una muestra recolectadastieda PascuiB36].

En un principio a la rapamicina se le atribuyeron propiedad¢ifiingicas. Tiempo
después se le adjudicaron propiedades como agente inmunosudresorcapaz de
inhibir la proliferacion de linfocitos T [28], [47], mediante el sexttee de aminodcidos
necesarios para la traduccion de proteinas esencialesyamraliferacion celulaf29].
Asimismo, la rapamicina tiene la capacidad de inhibir laifpration y diferenciacion
de linfocitos T CD3 a linfocitos T cooperadores y/o citotoxicos, de linfocitos/ Ble
células presentadoras de antigenos como los macréfagos [48].

La rapamicina tiene una estructura quimica similar al macréli<s06, el cual es un
inhibidor especifico de la produccion de IL-2 esliofocitos T, a lo que puede debker
la similitud de esta propiedad inmunosupresora [30], [31], [32]. Estudioparativos
entre la rapamicina y el macrélido FK506 encontraron que ambkxulas comparten

un mismo sitio de unién al dominio FKBP12 de mTOR [49].

11
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Tras el descubrimiento de la rapamicina diversos estud@dificaronsu capacidad

para inhibir la proliferacion de células cancerigenas en modelasinas.
Simultaneamente, dadas las propiedades antes mencionadadsyGsea Icabo la
experimentacién de la rapamicina como agente inmunosupngsopbadyuvante
terapéutico en los trasplantes de 6rganos [50], [51].

/ID UDSDPLFLQD \ ORV 3UDSDORJRV DHWVYWWMIHVLW® G R SYHW A

diversos tipos de cancer en fase clif&d, [53].

1.1.5 La funcién neuroprotectora de la rapamicina mediante la induccién

de la autofagia y la inhibicion de mTOR

En el 2005, en un modelo dgaenorhabditis eleganse demostrd la capacidad de la
rapamicina de contrarrestar los efectos del envejecimiedi&sde entonces se comenzo
aestudiar su potencial terapéutico como agente anti-envejecirfbdit@s5].

(Q HO HVWXGLRYVY UHDOL]DGRVJERU HONHWDYWHQRW DROQ
BURJUDP” UHSOL RbtikeRvEjedinizntbl Idd FaM&pamicina en un modelo
murino, por lo que los resultados alentaron al desarrollo de una ri@epéutica
erncaminada a esa linea de investiga¢&#i.

Un factor en comun en las enfermedades neurodegenerasivias adteracion de la
degradacion de proteinas mal plegadas, lo que causa la fornmgei@yregados
proteicos que resultan téxicos para las neuronas. Como se n@eaocteniormente, la
autofagia es una de las vias de degradacion de proteinas, gficiendia esta
relacionada con el proceso neurodegenerativo. Por lo que utilizar un agenguipielre
funcionamiento de la autofagia representa una propuesta l6gica potencial para
prevenir el deterioro neurong@3], [57].

Uno de los mejores inductores de autofagia es la rapamicina, latubala mTOR, que
de manera activa bloguea la autofagia [58].

En diferentes modelos experimentales de la EP inducidastiggmente o mediante
neurotoxinas, se ha demostrado que la rapamicina bloquea a mTYRGHuUra el

mecanismo de autofagia, lo que a su vez disminuye la actibnulde proteinas, las

12
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alteraciones mitocondriales y la muerte de las neuronasmitog@icas en la sustancia
nigra[53], [59] (Tabla 1).

Table 1] Effects of rapamycin in experimental in vivo models of Parkinson's disease
Experimental model Dosage of rapamycin Phenotype or effect Proposed mechanism Refs

MPTP-treated mice Pretreatment withrapamycinfor  Attenuation of SNpe dopaminergic cell Restored astophagic 40
wtal dopaminergic tecminal 1 o

od apoptosn

Activation thypo 17

melanogaster park or Rapamyanaddedtostandand fly  Suppression

melanog |
Pink] mustants food 10.5 mM for larved feeding phosphorylation) of 4E-BF

Tabla 1. Efectos de la rapamicina en modelos vivo de la enfermedad de
Parkinson. Listado de los diferentes modeiosvivo con los que se ha probado el efecto

neuroprotector de la rapamicina contra las alteraciones caracéerdei la EF53].

Diversos estudios experimental@s,vitro e in vivo, han reportado que la rapamicina
tiene propiedades terapéuticas contra otras enfermedadedeymnmerativas diferentes
a la EP, y como terapia contra los efectos adversos deleeimi&nto. En algunos
modelos de la EH y de la EA se logré disminuir la presenciagdegados proteicos,
mejorar la funcién cognitiva, e incluso incrementar la sobrecige Es por ello que a la

rapamicina se le puede considerar como un potencial agente neuropfb®dfrablas
2y 3.

13
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Table 2 | Effects of rapamycin or rapamycin analogues in experimental in vivo models of Huntington's and Alzheimer’s diseases

Experimental model
Huntington's disease

R&/2 mice (HDOQL50)

grr-hteQ1120 Drosophila
melano gaster

Ross/Borchelt mice
(N171-820))

Alzheimer's disease

3xTg-AD mice {Tg human
APP__/Tg human tau,,,, /
PS1 knock-in)

PDAPP Tg mice (hAPP{) 201

Tg2576mice

Amyloid-[#4 2-expressing
D. melanogaster

D. melanogaster expressing
WT and tau™™ in the eyes

Dosage

Everalimus (10or 20 pmaol per kg from
4 weeks of age until sacrifice

2 mM rapanmycin with 4.2 mM lithium

1 pM rapamycinin food

Temsirolimus (intraperitoneal
injection, 20 mg per ka); three
injections per week from 4 to 16
weeks of age, followed by one
injection every otherweek until 21
weeks of age

10-week treatment of G-month-old
mice with food containing
microencapsulated rapamycin
(2.24 mgperkg

Food containing microencapsulated
rapamycin (2.24 mgper kg) for 13
weeks starting at 4 months of age

At 4 months of age, Tg2576 mice
were injected with rapamycin
(intraperitoneal injection, 3 mg per
kal, 5 days per week for 2 weeks (10
days intotal)

Food containing 1 mM rapamycin

Instant fly food containing 1 pM
rapamycin

2.5 mM rapa mycin inayeast paste
and fed to flies for 10 days after
eclosion

Phenotype or effect

Decreased soluble levels of mutant HTT
inmuscle but notin brain, improved
mator performance and no effecton
striatal atrophy

Attenuated rhabdomere degene ration

Delayed rhabdomere degeneration

Decreased number and size of striatal
aggregates and improved motor
performance

Improved learning and memaory
deficits and reduced amyloid-fi and tau
pathology

Improved cognitive deficits and
decreased soluble levels of amyloid-[142

Increased amyloid- levels

Decreased lifespan

Decreased toxicity of WT and R406W
tau (reduced proportion of flieswithout
eyes, increased proportion of flies with
normal eyes)and increased survival

Reduced number of TUNEL-paositive
neuronsand neurodegenerat ive
vacuoles

Proposed mechanism

Induction of autophagy

Additive induction of
autophagy

Induction of autophagy

Induction of autophagy

Restoration of mTOR
hyperactivityto normal
levels and increased
autophagic degradation

Induction of autophagy

Inhibition of ADAM10

Increased amyloid-[i42
toxicity

Induction of autophagy

Inhibition of
TOR-mediated activation
of cell cycle and apoptosis
by mutant tau

ADAMILO, disinteqgrin and metalloproteinase domain-containing protein 10; APP, amyloid precursor protein; HTT, huntingtin; mTOR, mammalian target of
rapamycin; POAPE platelet-derived growth factor promoter expressing amyloid precursor protein; P51, presenilin 1; Tg, transg enic; TUNEL, terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling; WT, wild type.

Tabla 2.

Refs

a8

103

104

95

94

Efectos de la rapamicina y sus analogos en modelosvivo de la

enfermedad de Huntington y la enfermedad de AlzheimerLa rapamicina en

diferentes esquemas terapéuticos ha mostrado efectos benéficomodelos

experimentales de la EH y la §53].
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lable 3 | Effects of rapamycin or a rapamycin analogue in other experimental in vivo models of neurodegeneration
Discase Experimental model Dosage Phenotype or effect Proposed mechanism Refs
Spinocerebellar Transgenic mice expressing Temsirolimaus Impeoved motor performance, Induction of autophagy 106
staxia type 3 mutant fulldength ataxin 3with  (intraperitoneal reduced number of
(Machado-joseph  an expanded polyglutamine Ijection 20 mgperkg)  ataxin-3-positive aggregates
disease) repeat region of 70 residues three times a week from  and decreased soluble mutant
610 21 weeks of age atoaxin 3 levels
Amyotrophic SO0 1 GI3A transgenic mice 2 mgper kg per day Accelerated motor newron Induction of autophagy 109
lateral sclerosis (intraperitoneal degeneration (eardier disease
(ALS) injection) from 64 days  onset), shortened Mespan,
of age until death unaffected SOD1 accumulations,
enhanced mitochondrial
impairment, higher BAX levels,
greater caspase 3 activation and
increased motor neuron cell
death
Retinal RPEAMT mutant mice* Imgper kg Increased number and function Atteruation of 124
degeneration (intraperitoneal of photoreceptors mTOR-mediated
njection) from 4 weeks stress-induced failure
of age until sacrifice of RPE cell unctions
Traumatic brain Closed head injury inmice One intraperitoneal Improved lunctional recovery Decreased microglial 121
nyury injection (0.5<1 mg per  of injured mice and attenuated activation
kg) 4 hours after closed  neuron cell loss incortex
head injury
Cerebral Neonatal cere bral Intracerebroventricular  Decreased caspase 3 activation,  Induced autophagy 123

schaemia hypoxia-schaemia in rat pugps
(postnatal day 7) by ligation
of the right common carotid
artery followed by 2.5 h hypoxia

(92% nitrogen and 8% oxygen)

mjection (0.1 ng per
pl) 20 min before

hypoxia-ischaemia

o sphaonylation

Tabla 3.

decreased propidium
iodide-labelled cells, decreased
cell loss in cerebral cortex and
hippocampus and decreased

infarct volume

with RPE

and reduced apoptosis

Efectos de la rapamicina y sus analogos en modelwos vivo de

diversas enfermedades neurodegenerativaka rapamicina se ha usado como agente
neuroprotector en diversos modelos experimentales de patolugiasdegenerativas
como la enfermedad de Machado-Joseph, la ELA, la degeneradional, los

trauatismos craneoencefalicos y la isquemia cerghBal

Por lo tanto, el enfoque terapéutico de mTOR podria enfocarse a @gpbrificamente

a mTORCL, por lo que se requiere realizar diversos estudios quégmeestablecer la

dosis adecuada sin afectar al sistema inmunitario [53].

La induccién de la autofagia con el farmaco rapamicina tiereosf@europrotectores.

Sin embargo, es importante tener algunas consideracionesatspeaumrimero, el estado

fisiopatologico del sujeto a tratar; segundo, el nivel eguel la autofagia esta siendo
afectada; y tercero, el posible efecto adverso que puede adussp cronico de la

rapamicina [60].

A pacientes que se les realizé un trasplante renal, seneisistré rapamicina como

agente terapéutico coadyuvante al trasplante, estos hamnfachs efectos adversos

como neumonia intersticial, niveles elevados de triglicéridoemia y reduccion de los

15
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niveles de cicatrizacion, sin presentar ningun tipo ddacefmtverso a nivel neuroldgico
[61].

Actualmente, la rapamicina es ampliamente utilizada ditersas patologias. Sin
embargo, no existen estudios histopatoldégicos que demuestseguedad de su uso
cronico como agente neuroprotector en enfermedades neurodegenerativas.
Diversos estudios han revelado los efectos adversosrdpdanicina, lo cual tiene una
relacion directa con la dosis y el esquema terapéutico admpl®or lo que evaluar el
posible efecto de una dosis neuroprotectora, que es 50 veces an@ndosis que se
utiliza como agente inmunosupresor, en un esquema intermiteftsataanas, resulta
algo innovador, con grandes posibilidades de optimizar la terapiapnetactora.

Un mayor entendimiento de la via de mTOR y su relacién cantlafagia nos podria
dar un mejor panorama de la actividad de la rapamicina, por lo gstudlo del efecto
del uso crénico de la rapamicina como agente neuroprotectoardsugran interés [62-
63].
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1.2 Justificacion

Debido al potencial terapéutico de la induccion de la agiafcon rapamicina para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, y puesto quelseivado que no
ejerce un efecto adverso sobre las funciones motoras \tigagnes de gran relevancia
realizar un analisis histologico del efecto de la inhibicionndBOR mediada por
rapamicina, para determinar la seguridad del uso terapéutieodisis que ejerce un

efecto neuroprotector contra estas enfermedades.
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1.3  Hipotesis

La administracion crénica de una dosis neuroprotectora dapkmicina no induce

alteraciones morfoldgicas asociadas a la inactivacién de niff @iRo.

18
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1.4  Objetivo General

Determinar si la administracién créonica de una dosis neurapocdede la rapamicina

induce alteraciones morfolégicas asociadas a la inactivaciom @&rim vivo.

19



ESTUDIO MORFOLOGICO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACADECRGNDOSIS NEUROPROTECTORA DE LA RARAKNTINA

1.5 Objetivos Especificos
15.1 Analizar la morfologia de 6rganos en respuesta al tratangento
rapamicinan vivo.
1.5.2 Determinar el efecto inmunosupresor de la rapaminiravo.
153 Determinar el efecto de la dosis neuroprotectora de rapamicina

sobre la via de la autofagiavivo.
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Capitulo 2

2.1  Materiales y Métodos
2.1.1 Modelo animal

Se utilizaron 12 ratones de la cepa C57BL6/J, obtenidos de Circulo ADN S.A de C.V. de

8 semanas de nacidos, con un peso inicial promedio de 25 mg.ataes se
mantuvieron en un ambiente en donde se regulaba la tempelatoranera constante,

con ciclos de luz/obscuridad de 12 h. Los ratones tuvieron libes@al agua y al

alimento, y se les cambiaba el aserrin, el alimentoag@a cada tercer dia. El modelo
experimental de la administracion cronica de una dosis pitectora de rapamicina

vivo se establecié de la siguiente manera:

SeincbFRQ GRV JUXSRVY HO SULPHU JUXSR FfrRRE@EWMURO" H
los cuales se les admitr&ron O GH ®pobvia intraperitoneall), durante 7
semanas, 3 veces porsemand O VHIXQGR JUXSR 3UDSDPLFBEQD" HV
ratones a los cuales se les administraron O GH UDSDPLFLQD D XQD FRQF
PJ NJ FRQ OD PLVPD SRVRORJtD TXH HO DW@GXPBR 3FRQV

triplicado.
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2.1.2 Evaluacion del peso corporal

A cada raton se le estuvo monitoreando el peso a lo larglasd€ semanas de
tratamiento. Al inicio de cada semana se registro el pesada sujeto. Al finalizar las
7 semanas de monitoreo se realizé un analisis estadistidos dgatos obtenidos

mediante una ANOVA de dos colas.

2.1.3 Técnica histoldgica, tincion con Hematoxilina y Eosina (HyE)

Al finalizar las 7 semanas de tratamiento, 3 ratones de gragi@ fueron sacrificados

con el siguiente protocolo:
A cada raton se le administraron 500 pl del anticoagulagarima (5000 UJ)
con aguja de insulina por via IP, 10 min previos al sacrifi@std?iormente, los
ratones fueron anestesiados con Avertin® mezclado canadgésico xilacia
(presentacion 20 mg/ml) en un volumen de 750 pl (500 mg/kg de Averton®
150 mg/kg de xilacina) por via IP, con aguja de insulina. Despuésnalerobar
el plano quirdrgico mediante la evaluacion de 3 punto reflgjatas, cola y
reflejo corneal, se procedi6 a iniciar la técnica de perfusardiaca mediante la
inmovilizacion del animal, fijandolo a una placa de poliestirenio sujetadores.
Luego, se realizé una incision con el bisturi a la altiaapéndice xifoides, y
con ayuda de unas tijeras se realizd un corte longitudinalapbnda media
ventral, cortando en toda su extension el esternon hastaarmdo de este.
Posteriormente, se separé y exhibié la cavidad toracina. @z realizado lo
anterior, se procedio a fijar los 6rganos mediante perfusion cardiacasiRarse
colocd un catéter de 21 G x 32 mm de didmetro dispuesto en unzabo
peristaltica, en el ventriculo izquierdo. Con ayuda de ujesiag se realizé una
pequefa incisién en la auricula izquierda, tras finalizar etiorifie entrada y la
apertura del agujero de saligese bombe6 (a una presién de 80-100 mm Hg) un
volumen de 50 ml de una solucién de buffer de fosfatos (PBS 1X, PH 7.4 a
temperatura ambiente) con la finalidad de eliminar el contelnéhoatico. A

continuacion, se bombed un volumen de 50 nil fiiedor paraformaldehido
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(PFA) &% ofijador de Carnoy, con el fin de preservar el contenido celular lo mas

parecido al estado vivo. Después, se extrajeron los 6rganoesirl higado,
los rifiones, el pancreas y el bazo, los cuales se dejgaoddipor 24 h. En
seguida, se llevd a cabo el procesamiento, inclusion en Blatpi@arafina y
microtomia de los 6rganos de interés con la técnica histal@gicvencional. Se
llevé a cabo la evaluagh histolygica en cortes de 5m de grosor. A las
muestras se les reajda tinciyn de HyE con el fin de observar la histotng

general de logrganos e identificar posibles alteraciones.

2.1.4 Tincioén Tricromico Mallory-Azan

Se siguid el protocolo antes descrito para la obtencidoresade 5 m, a los cuales se
les realizyla tinciyn tricr ymico de Malloy-Azan para diferenciar las fibras de colageno
La tincibn Mallory-Azan es utilizada para detectar las fibda colageno propias del
tejido conectivo utilizando azul anilina, acido Fuchsia, yangr G. Como resultado,

esta técnica de tincién permite identificar colageno, citoplasgh@bylos rojos [65].

2.1.5 Inmunohistoquimica

A partir de cortes de bazo de 2 montados en laminillas silanizadas se realizaron
inmunohistoquimicas con anticuerpos especificos. Las lamirolésnidas de bazo
fueron utilizadas para detectar la expresion de: linfocitos T*Qid8 el anticuerpo
primario anti-CD3 (Dako® A0452) a una dilucion 1:1500; linfocitos T CRdn el
anticuerpo primario anti-CD4 (Santa Cruz® SC-1140) a una dilucién lifh@itos T
CD8* con el anticuerpo primario anti-CD8 (Santa Cruz® SC-7188) a unaidailuc
1:200; linfocitos B CD20 con el anticuerpo primario anti-CD20 (Santa Cruz® SC-
7735) a una dilucién 1:100; y macrofagos CD68n el anticuerpo primario anti-CD68
(Abcam® ab22506) a una dilucidon 1:1000. Los anticuerpos primarios fueroinados
durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Posteriorraerte, ihcubados con el
anticuerpo secundario correspondiente (anti-conejo o aétiyrat una dilucién de

1:1000, por 1 h a temperatura ambiente. Después, se adicioné nebgerm
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diaminobencidina (DAB), como sustrato para la enzima conjugada ankicuerpos

secundarios (peroxidasa de rabano). Los resultados fueron daslea campo claro a
un aumento de 10 y 40X, en un microscopio Nikon Eclipse 50i® pkduvieron

microfotografias mediante el software Q-capture 7 pro®.

2.15.1 Morfometria de los resultados obtenidos por técnica de

inmunohistoquimica

A partir de las detecciones por inmunohistoquimica se realiz0 ifocecion del area
positiva (uni) para el marcador correspondiente. Para llevar esto asmloelimito el

area de interés. La morfometria se llevd a cabo en elgmagmage J® en donde se
utilizé la herramiend GH 3SROtJRQR™ SDUD GHOLPBaMDAU HO
inmunodeteccion especifica para los linfocitos T CD3+, linfoaiiitstoxicos CD8+,
linfocitos cooperadores CD4+, linfocitos B CD20+, asi como macrofa@@as+, esto

en 10 campos, a un aumento de 10X con un microscopio Nikon Eclipse 50i®@jgtor s

en un total de 3 sujetos por grupo.

2.1.6 Inmunofluorescencia

A partir de cortes de pancreas de B montados en laminillas silanizadas se realizaron
inmunofluorescencias con anticuerpos especificos para detectacélialss alfa
secretoras de glucagon con el anticuerpo primario anti-glncggicam® ab92517) a
una dilucién 1:1000, asi como las células beta secretorasaea con el anticuerpo
primario anti-insulina (Abcam® ab181547) a una dilucién 1:1000. LaEuenpos
primarios fueron incubados toda la noche a 4°C en camaradhurbespués se
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 (Abcam® abl158080x
dilucién de 1:1000, por 1 h a 4°C. Para observar el nucleo se utiflmérecromo azul
DAPI incluido en el medio de montar VectaShield®. Lasuteados fueron analizados
mediante microscopia de fluorescencia a un aumento de4DX,yen un microscopio
Nikon Eclipse 50i® adaptado a una fuente de poder para fluomacg las imagenes

fueron obtenidas mediante el software Q-capture 7 pro®.
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2.1.6.1 Morfometria de los resultados obtenidos por técnica de

inmunofluorescencia

Se realiz6 la cuantificacion de las unidades relativas deefluencia (URF) para la
sefial positiva correspondiente. Para llevar esto a cabdliz® eitprograma Image J®.
La morfometria se llevd a cabo tomando la sefal positiva lsainmunodeteccion
especifica para los linfocitos T CD3+, linfocitos citotoxicos CD8+fotitos

cooperadores CD4+, linfocitos B CD20+, asi como macrofagos CD68+,ems®
campos, a un aumento de 40X con un microscopio de fliesreise por sujeto, en un

total de 4 sujetos por grupo.

2.1.7 Extraccion de proteinas

Al finalizar las 7 semanas de tratamiento, 3 ratones de gragi@ fueron sacrificados
mediante dislocacién cervical, previamente anestesiadescplectaron el higado y el
pancreas. Una porcion de 2 mm de tejido fue triturada con waganase coloco en un
tubo eppendorf de 1.75 ml con 150de buffer RIPA y 1.5l de inhibidor de proteasas
y fosfatasa (100X). Después, las muestras se sonicaron (Ultrasotes$n®) por 5
segundos (un pulso) y se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min a 4°C. ihfiresito,
se extrajo el sobrenadante y se coloc6 en un tubo nuevo. Para imkatelan
concentracion de proteinas obtenida, se llevé a cabo stifica&ion mediante el kit
Pierce™ BCA Protein Assay siguiendo las especificaciones del fabricardenuastras

se mantuvieron en hielo en todo momento.
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2.1.8 Electroforesis

Del extracto proteinico obtenido, se tomaron 50-100 pg por muesgrangzclaron con
el buffer de carga 6X. Se procedié a desnaturalizar las muestr&€ @a@55 min, y se
analizaron por triplicado mediante geles discontinuos dexgrdéimida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), en una camara de electrofoersisaV (Bio-Rad®) con
buffer Tris-Glicina 1x. Se evalu6 el marcador de autofagia LC8F cual nos indica la
presencia de la doble membrana del autofagosoma, en gelesadeilpolida al 15%.
La presencia de mTOR fosforilado y mTOR total se evalu6 @3 giel poliacrilamida al

8%. La electroforesis se realiz6 a 80 Volts y 500 mA, por 3 h.

2.1.9 Transferencia en cAmara semi-himeda

Después de la electroforesis se realizé la transferencia ddnata membranas de
nitrocelulosa previamente activadas core@HTanto el gel, como la membrana y el

papel filtro fueron impregnados con el buffer de transferehXapara elaborar el
3VDQGZLFK" /RV JHOHV VH FRORFDUR QQHW®W UFRRRHDOXVWRR OF
los papeles filtro dentro una camara de transferenpi&s@meda (Enduro semi-dry 20,
E2020-SDB, Labnet®) bajo las siguientes condiciones: 25 Yd#30 mA, por 1 h 30

min, con una fuente de poder (Enduro power supplies 300V, E0303, Labnet®).
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2.1.10 Western Blot

Terminada la transferencia, se bloquearon los sitios de un&specifica en las
membranas con una solucion blogqueadora de leche semi-dedarani®% por 2 h. Se
realizaron 3 lavados con PBS 1x de 10 min cada uno. Después serayriega
anticuerpos primarios correspondientes. Para identificarskrflacion de mTOR se
utilizé un anticuerpo primario anti-pmTOR (phospho S2448) (Abcam® ab109268) a una
dilucién 1:1000 durante toda la noche a 4°C en constante agitaai@relRinalisis de la
expresion de mTOR total se utiliz6 el anticuerpo primario mitOR (Abcam®
ab2732) a una dilucion de 1:1000, el cual fue incubado toda la neti@ &uego, se
evalu6 el marcador de autofagia LC3-1l utilizando el anticuerpogpio anti-LC3-11
(Sigma® L7543) a una dilucién de 1:1000, durante toda la noche a 4°@. comnnol
de carga se utilizo el anticuerpo primario anti-B-actina (R&Btems® MAB8929) a
una dilucién 1:5000. Tras incubar con el anticuerpo primario, lembranas se
incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (amfiecoranti-raton) a una
dilucién de 1:1000, por 1 h a temperatura ambiente. La membrana fue reoariaa«it
SuperSigndl West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher®), siguiasd
especificaciones del fabricante. Los resultados obtenidos fuEr@cumentados en un
escaner C-DiGit Blot de la marca LI-COR®.

2.1.11 Andlisis estadistico

El ardlisis estadistico de los resultados se realiz6 med@mrograma GraphPad Prism

7 pro®, utilizando pruebas paramétricas y no paramétricas. Lostacesil se
contrastaron por medio de la prueba t de Student para identificarendifes
significativas en relagnh a su grupo control, alisis de varianza (ANOVA) para la
identificaciyn de diferencias de las varianzas inter-grupos, y la prueQaldey para
identificar de cuak9 grupo(s) depentn las diferencias de las varianzas inter-grupo en

caso de presentarse. Los valores de p <0.05 fueron considerados comasvgsific
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Capitulo 3

3.1 Resultados

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que la rapatmeicen@&fectos
neuroprotectores en diversos modelos de neurodegeneracion. Isangemtambién
tiene propiedades inmunosupresoras. Aunque las dosis de rapagqueirejercen un
efecto neuroprotector son aproximadamente 50 veces menoasseanpleadas para
suprimir al sistema inmunitario en individuos sometidos spteantes. Por lo tanto, es de
gran relevancia determinar si inducen algun efecto adverso a nigalisista esta dosis.
Por lo que evaluamos el efecto de una dosis neuroprotetgola rapamicina en un

modeloin vivo.

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL6/J de 8 semanas des)amn un peso inicial
promedio de 25 g. Se realiz&éddministracion cronica de una dosis neuroprotectora de
rapamicina (1 mg/kg) por via I.P. 3 veces por semana durantmahas.Al grupo
control se le administr6 una solucion vehiculo de PBS A lo largo del modelo
experimental se monitore6 el peso corporal semanalmentenee do se observd una

diferencia significativa entre los grupos control y tratado con rapami€igadj.
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Fig 4. La rapamicina no afecta el peso corporaEvaluacion semanal del peso
corporal del modelon vivo, comparando al grupo control (PBS 1X) contra el grupo
tratado con rapamicina (1 mg/kg), en donde no se observa unancidere

estadisticamente significativa, se empled la prueba de de ANOVAalas2 ¢
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3.1.1 Andlisis morfolégico de d&rganos blanco en respuesta a la

administracion crénica de una dosis neuroprotectora de rapamicing vivo

Posteriormente, se extrajeron érganos que pudieran ser afeataddggsmaco, donde
se incluyeron el higado, el rifidn, el pancreas y el bazpaiir de los 6rganos
seleccionados, se realizaron analisis mediante técnicas higmquimica e

inmunodeteccion.

3.1.1.1 La administracion  cronica de una  dosis
neuroprotectora de rapamicina in vivo causa cambios morfoldgicos en

higado

El higado es el 6rgano encargado de degradar y conjugar farmacasas tque
ingresan al organismo para que se puedan eliminar con facikdado tanto, fue de
gran importancia evaluar el efecto de la rapamicina en este orgarel histologico.

Con la finalidad de observar la histologia general del higadeatz6 una tincion con
HyE. El higado del grupo control mostré una organizacion normgatéhquima, que
consiste en cordones de hepatocitos de una célula de esppamados por capilares
sinusoidales. Sin embargo, al evaluar al grupo tratado con raparséciolaservo una
histologia anormal, caracterizada por una dilatacién de hsates hepaticos, asi

como la presencia de hepatocitos con citoplasma de aspecuda@sifFig. 5).
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Fig. 5. Alteraciones histologicas inducidas por la rapamicina enidgado. La
imagen del lado izquierdo corresponde al grupo control, en donoleseeva una vena
central(V), rodeada por hepatocitos, entre ellos se observan los sirsibejut#icos. La
imagen del lado derecho corresponde al grupo tratado con rapamicip&gjlrdonde

se observa una vena central normd), (mas sin embargo hay una dilatacién de los
sinusoides hepaticqineas amarillas) En el recuadro de la esquina inferior derecha, se
observa una amplificacibn que muestra el aspecto vesicudadtos hepatocitos.

Microfotografias de higado 400X, tincién con HyE.

Usualmente, cuando hay una alteraciébn a nivel celular,octandisminucion o
reorganizacion de las células, ésta se ve acompafnada deblteske una fibrosis, es
decir, de una mayor produccién de fibras de colageno. Por lo que evaluamos lagresenci
de algun tipo de alteracion a nivel de las fibras de colagesdiante la tincion de
tricromico Mallory-Azan, la cual nos permite visualizarlas de una aci@n azul. Como
resultado se observé que no hubo alteracion alguna en léuwdigin y cantidad de

fibras de colageno de los grupos control y tratado con rapamigmeb).
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Fig. 6. La rapamicina no induce incremeno de fibras de colagena afgado.
Las fibras de colageno se observan de una coloracion azul. 8evaolls escasa
presencia de fibras de coldgeno en los grupos control y tratadaapamicina,

Microfotografias de higado 400X, tincidn con tricromico Mallory-Azan.
Con ello se pudo concluir que, a nivel hepatico, la rapamicina emss dilatacion de

los sinusoides hepaticos, asi como la acumulacion de cuerpepeldo vesiculado en

el citoplasma de los hepatocitos.
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3.1.1.2 La administracion crénica de una dosis

neuroprotectora de rapamicinain vivo no afecta la morfologia del rifion

El rindn es el 6érgano encargado de filtrar, recuperar macromoléesdéaxiales, y
excretar los metabolitos que no fueron utilizados en el organisor lo que fue de gran

importancia evaluar el efecto de la rapamicina a nivel histolégico.

Mediante la tincién con HyE, se pudo apreciar la preservacidm atguitectura normal
de rifibn en el grupo tratado con rapamicina comparado con el gompolc En la
figura 7 se aprecia micrografias de la regidi ldberinto cortical, en donde se observa
también la presencia de un corpusculo renal en el centroale¢st4 compuesto por un
capilar glomerular en forma de ovilloel epitelio de las capas visceral y parietal de la
capsula de Bowman, compuestas por podocitos y epitelio plante shegpectivamente.
Asimismo, se observan secciones transversales de tubutosneaos proximales, que
estan compuestos por un epitelio cubico simple que set@ara por la presencia de un
ribete en cepillo (microvellosidades) en la region apiaahgy luz con forma estrellada,
asi como algunos tdbulos contorneados distales, que est@adfis por células

epiteliales cubicas con microvellosidades poco desarrolladasrgdondeada.
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EB
G o Pt
P TCD
TCP
Fig. 7. La rapamicina no altera la histologia del rifionLa imagen del lado

izquierdo corresponde al grupo control, en donde se observa unrgllmméntral(G),

con su capa parietdCP) y visceral, esta ultima formada por los podocitiey entre
ellos el espacio de BowmarER), asi como segmentos transversales de tubulos
contorneados proximaled CP) y tubulos contorneados distal€ECD) contiguos al
glomérulo. La imagen del lado derecho, corresponde al grupo t@adapamicina (1
mg/kg) en donde se observa un glomérulo cerBgldsi como las estructuras sefialadas
en el grupo control, ambos grupos con una histologia normal, sin &mbio

Microfotografias de rifion 400X, tincion con HyE.

Se evalud la presencia de algun tipo de alteracién a nivedsdéblas de colageno,
mediante la tinciébn de tricromico Mallory-Azan, en donde noolsgervd alteracion
alguna en la distribucién y cantidad de fibras de colagentosemrupos control y

rapamicina Fig. 8).
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Fig. 8. La rapamicina no induce fibrosis renal.Las fibras de colageno se
observan de una coloracion azul. Se observa la escasa presditr@sdie colageno en
los grupos control y tratado con rapamicina. Microfotogradi@agiiion 400X, tincion

con tricromico Mallory-Azan.

Con los resultados obtenidos se pude concluir que la rapamicoenac alteraciones

histolégicas a nivel del rifidn.
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3.1.13 La administracion crénica de una dosis neuroprotectora de

rapamicina in vivo causa cambios morfolégicos en pancreas

Existe evidencia que relaciona el uso de la rapamicina enreaguke tratamiento como
inmunosupresor, esta puede resultar ser toxico para las d#tdaf66], por lo que nos
interes6 evaluar qué efecto pudiera presentarse al utilizaselariarmaco como dosis
neuroprotectora que es 50 veces menor a la dosis utilizadaicomnosupresor. Por o
gue se llevod a cabo un analisis morfolégico con la finalidaglsdtarecer el efecto de la

rapamicina sobre el pancreas a nivel histolégico.

Se realizé la tinciébn de HyE para analizar la histologia deirpas del grupo control, y
se compard con la del grupo del tratamiento con rapamicina. El pancreagg&sdoéa
exocrina y endocrina, y posee una capsula de tejido comgunie forma tabiques que
dividen el parénquima en lobulillos. El pancreas exocrino@stdpuesto por acinos de
tipo seroso formados por células piramidales. El pan@edscrino estd conformado
por camulos de células organizadas en estructuras esfériease @ancuentran dispersas
por toda la porcion exocrina, y se les conoce como islotésmtperhans. El pancreas
del grupo control presentd una organizacion histolégica normal, ndegtra en el
grupo rapamicina se pudo apreciar una dilatacion de la red de cafelaestrados del

islote de Langerhan&ig. 9).
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IL AP
IL
AP
Fig. 9. La rapamicina causa dilatacién de los capilares que se eratran en

el islote de LangerhansSe muestra la organizacion histologica normal de los acinos
pancreaticosAP) de la porcién exocrina, y un islote de Langerhdin3 e la porcion
endocrina, en el grupo control. En el grupo tratado con rap@arétipancreas exocrino
(AP) no presenta ningun cambio histolégico, mientras que hay urtacibia de los
capilares ¢irculos amarillos) ubicados en el islote de Langerhding. Microfotografias

de pancreas 400X, tincion con HyE.

Al ver estos cambios, se evalud la organizacién de las fibrasldgeno mediante la
tincion de tricromico Mallory-Azan. Como se menciono, elqraas esta formado por
lobulillos delimitados por tabiques de fibras de colageno. Emuglo control, se pudo
apreciar la organizacion histolégica normal de las fibras de colageéeatras que en el

grupo tratado con rapamicina, se observo una alteracion estriaudiion de las fibras

37



ESTUDIO MORFOLOGICO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACADECRGNDOSIS NEUROPROTECTORA DE LA RARAKNTINA

de colageno que forman los tabiques, ya que se distribuyerdm dlamterior del

pancreas exocrino, y rodeando la periferia de islotes de Langerfhignd.gf.

Fig. 10. La rapamicina causa alteraciones en la distribucion de labfas de
colageno que conforman los tabiques pancreaticoBn el grupo control se observa la
presencia de fibras de colageno de color azul dispuestas longitueimalformando el
tabique pancreéticd P). En el grupo tratado con rapamicina se observa una histologia
anormal, ya que las fibras del tabique pancreéifi®® €e distribuyen hacia el interior

del pancreas exocrino y endocrininéa punteada amarilld. Microfotografia de

pancreas 400X, tincién con tricrémico Mallory-Azan.
Posteriormente, evaluamos si la rapamicina ejercia &fgoto sobre las células de los

islotes pancreéticos, de manera especifica sobre las dédtdaproductoras de insulina

y las células-alfa productoras de glucagén. Una de las edssicis del pancreas
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murino, que lo distingue del pancreas humano, es la distribdeidas células-alfa y -

beta. Normalmente, las células-alfa del islote pancreaticwinm se localizan
exclusivamente en la periferia del islote de Langerhansitragzeque las células-beta se
localizan en el interior de este. Mediante la técnicandaunohistoquimica para la
deteccion de células-beta, en el control se pudo obsardasttibucién normal de dicha
poblacién celular ubicada exclusivamente en el interior slekei de Langerhans,
mientras que en el grupo tratado con rapamicina se distribuyantm en el interior
como en la periferia del islot€&ig. 11A). Posteriormente, confirmamos este resultado
mediante inmunofluorescencia, en donde se repitidé el resufieel/iamente descrito

(Fig. 11B).
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Fig. 11. La rapamicina altera la organizacion celular del islote de
Langerhans. A Inmunohistoquimica yB) inmunofluorescencia para identificar la
poblacién de células-beta con un anticuerpo especificarsntina. Las imagenes del
lado izquierdo corresponden al grupo control, en donde se obker@tribucion
normal de las células-beta, las cuales se distribuyemesnta en el interior del islote de
Langerhans I(nea punteada amarilld. En el grupo tratado con rapamicina (lado

derecho) se observd una distribuciéon anormal de las célulastdatia,en el interior
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como en la periferia del islote de Langerhans. En la fi@g)rasse repite el mismo

resultado que la técnica de IHC, en donde el grupo control solamesienta sefial
positiva para células beta en el interior del islotegque no se aprecie en el grupo
rapamicina, ya que hay una sefal positiva uniforme en todsdogs.iEl fluorocromo

azul DAPI se utilizé para observar el nicled3n

Por consiguiente, evaluamos si la poblacion de célulaspatiductoras de glucagon
también estaba siendo alterada, por lo que se llevé aucebmmunofluorescencia con
un anticuerpo especifico para células alfy (12). Con ello, logramos determinar que
en el grupo tratado con rapamicina habia una alteraciondastribucion de las células-
alfa, que como ya se menciond, en el control se encuentran mant@llocalizadas en
la periferia del islote de Langerhans, y en este casbss\v@n claramente en el interior

del mismo.
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Fig. 12. La rapamicina altera la distribucién las células-alfa del iste de
Langerhans. Inmunofluorescencia para identificar la poblacién de célulasealfaun
anticuerpo especifico anti-glucagén. En el grupo control se vabdarorganizacion
normal de las célakalfa, las cuales se distribuyen solamente en la periferia del ddot
Langerhans délulas color rojo. El grupo tratado con rapamicina presenta una
alteracion de esta distribucion, ya que las células pasitpara células alfa, no
solamente se localizan en la periferia del islote de Langediao también en el interior

del mismo.

Tras los analisis efectuados, pudimos concluir que la rap@radiera la histologia del
pancreas a nivel de la distribucion de las fibras de colagemsr caa dilatacion de los
capilares ubicados en el interior del islote pancreaticoc@ab una alteracion de la

distribucion de las células-alfa y -beta del islote de Largeth

3.1.1.4 La administracion cronica de una dosis neuroprotectora de

rapamicina in vivo no causa cambios morfolégicos en bazo

Una de las propiedades de la rapamicina es que como agewbeosupresor tiene la
capacidad de inhibir la proliferacion y diferenciacion de céllijlasélulas B, asi como
células presentadoras de antiged83. Por lo que se evalu6 si la administracion crénica
de una dosis neuroprotectora de rapamicina causaba cambiad histologico de un
organo linfoide como el bazo.

Se realiz6 la tinciébn con HyE en cortes histologicos de,lzmial podemos dividir en:

a) pulpa blanca, la cual estd compuesta por una gran acuwmnuti linfocitos T

42



ESTUDIO MORFOLOGICO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACADECRGNDOSIS NEUROPROTECTORA DE LA RARAKNTINA

DOUHGHGRU GH XQD DUWHULD R DSHVUHDURGHU LRRDRD QB
sus siglas en inglés), asi como por nodulos linfaticos coroseggrminativos, en donde

proliferan los linfocitos B; y b) pulpa roja, compuesta por cordoneigrésps y

sinusoides. Los sinusoides estan formados por células kmldstealargadas y
discontinuas, rodeadas por una membrana basal engrosada dispuesta aenaméos,

en asociacion con fibras reticulares. Se analiz6 la histallegigrupo control, asi como

del grupo tratado con rapamicina. Ambos grupos presentaron upnkdistnormal

como la anteriormente descritag. 13).

< PB
PR
PB T
FR NL T
J. NL
Fig. 13. La rapamicina no altera la histologia del bazoLa imagen del lado

izquierdo corresponde al grupo control tratado con PBS 1X, en donolesseva &
pulpa blanca®B) y pulpa roja PR), ambas con una histologia normal, por otra parte en

el grupo tratado con la rapamicina, se observa la misma histgiogiambios. N6dulo
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linfatico (NL), la flecha indica una arteriola central. Microfotografiasbdeo 100X,

tincion con HyE.

Asimismo, se evaluo la organizacion de las fibras de colageabante la tincion de
tricromico Mallory-Azan, en donde no se observo alteracigona en respuesta a la

rapamicina en comparacion con el grupo contra.(14).

Fig. 14. La rapamicina no altera la distribucion de las fibras de colagenen
bazo.Se observa la presencia de fibras de colageno de color azul corganaaxrion
normal, dispuestas alrededor de una arteria. Microfotografias ae4®@X, tincion con

tricromico Mallory-Azan.

Por lo que pudimos concluir que la administracion crénica de wsia deuroprotectora

de rapamicina no causa alteraciones en la histologia del bazo que eshoriofge.
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3.1.2 Evaluacion del posible efecto inmunosupresor de la administraai cronica

de una dosis neuroprotectora de rapamicinan vivo

Aungue no se observaron alteraciones en el bazo a nivelbgistolen respuesta a la
rapamicina, quisimos evaluar de manera especifica si la degi®protectora de la
rapamicina ejercia algun efecto inmunosupresor sobre las polgaccelulares del
sistema inmune como: linfocitos T CD3+, linfocitos T citotoxi€id8+, linfocitos T
cooperadores CD4+, linfocitos B CD 20+, y macrofagos CD68+ perteneciefies a

poblacion de células presentadoras de antigenos.

3.1.2.1 La administracion crénica de una dosis neuroprotectora de
rapamicina in vivo no altera la poblacién de linfocitos T CD3+, citotoxicos

CD8+, ni cooperadores CD4+ en bazo

Los linfocitos T CD3+ tienen la capacidad de diferenciardimfacitos citotoxicos
CD8+, asi como a linfocitos cooperadores CD4+. Por lo que la reipanpodria
representar una adversidad. Para determinar si la rapamicina aw@osia
neuroprotectoras tenia un efecto inhibitorio sobre la difeaeidei y proliferacion de los
linfocitos T, se llevé acabo la inmunodeteccién de dichasapmiries celulares con
anticuerpos especificos.

Demostramos que la rapamicina no altera los niveles de liodoTiCD3+ Fig. 15A),
CD8+ (Fig. 15B) y CD4+ Fig. 150 mediante inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia, lo cual corroboramos a través de morfometniasionde se
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evaluo el area positiva para cada marcador de linfocitogoasd la intensidad de la

fluorescencia (unidades relativas de fluorescencia, URF). Corrobsraque la
rapamicina no causa cambios estadisticamente significaimoda poblacion de

linfocitos T CD3+, CD4+, y CD8+ en comparacion con el grupo corfeigl (5.
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Fig. 15. La rapamicina no altera la poblacion de linfocitos T residentesed

bazo. Inmunohistoquimica para la deteccion de linfocitoa)TCD3+, B) CD8+ y C)
CD4+. Se muestra el andlisis morfométrico del &rea positiva lpanespectiva
inmunodeteccion, asi como las unidades relativas de fluomadqeRF) obtenidas por
inmunofluorescencia. En las tres poblaciones analizadas rengmtré diferencia
estadisticamente significativa en respuesta a la rapangicinamparacion con el grupo

control.

Por lo tanto, la administracion crénica de una dosis neusmpood de rapamicina no

causa alteraciones en las distintas poblaciones de linfocitoglhano.

3.1.2.2 La administracion  crénica de una  dosis
neuroprotectora de rapamicinain vivo no modifica la poblacién de linfocitos

B CD20+ en bazo

Otro de los blancos terapéuticos de la rapamicina comoeagentinosupresor son los
linfocitos B. Para determinar si una dosis neuroprotectora dapkmicina tenia un
efecto inhibitorio sobre la diferenciacion y proliferaciom lds linfocitos B, se llevo
acabo la inmunodeteccién con un anticuerpo especifico contrarehdor de linfocitos
B CD20+.

Demostramos que la rapamicina no causa cambios estadétteasignificativos en la
poblacion de linfocitos B en el bazo en comparacion con elogogptrol, lo cual
corroboramos mediante morfometrias evaluando el aregivpopara el marcador

CD20+, asi como a través de la obtencion de las TR} 16).
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Fig. 16. La rapamicina no altera la poblacion de linfocitos B CD20+ tibazo.
Inmunohistoquimica para la deteccion de linfocitos B CD20+. Se muéstrsglesis
morfométrico del area positiva para la inmunodeteccidonuromanticuerpo especifico
anti-CD20+, asi como las unidades relativas de fluorescencia (UREnidas por
inmunofluorescencia. No se encontr6 diferencia estadisticansgteficativa en

respuesta a la rapamicina en comparacion con el grupo control.
Tras realizar los analisis antes mencionados, se pudo togokl la administracion

cronica de una dosis neuroprotectora de rapamicina no céesacianes en la

poblacién de linfocitos B CD20+ en el bazo.
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3.1.2.3 La administracion  crénica de una  dosis
neuroprotectora de rapamicina in vivo no afecta la poblacion de células

presentadoras de antigenos: macrofagos CD68+

Como se mencioné anteriormente, la rapamicina, como agemt@dsupresor, también
tiene la capacidad de inhibir la proliferacion y diferenciacionélidas presentadoras de

antigenos, como los macréfagos CD68+.

Se evalud si la administracion cronica de una dosis neuropn@ede la rapamicina
generaba alguna alteracion en la poblacion de macréfagos CD68dtiante
inmunodeteccion. Observamos que la rapamicina no causaosaedindisticamente
significativos en el grupo tratado con rapamicina en comparaoidrel grupo control.
Estos resultados fueron corroborados por morfometriasandd el area positiva para

el marcador CD68+, asi como a través de la obtencion de lasRitRAT).
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Fig. 17. La rapamicina no altera la poblacion de macréfagos CD68+
residentes del bazolnmunohistoquimica para la deteccion de macréfagos CD68+. Se
muestra el analisis morfométrico del rea positiva para fago® CD68+, asi como las
unidades relativas de fluorescencia (URF) obtenidas por inmunofleamsc No se
encontré diferencia estadisticamente significativa en respug la rapamicina en

comparacion con el grupo control.

Por lo que la administracion crénica de una dosis neuropriet¢ola rapamicina no

causa alteraciones en la poblacion de macréfagos CD68+ residentes del bazo
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3.1.3 Determinacion del efecto neuroprotector de la rapamicina sobta via de la

autofagia en un modelan vivo

El efecto neuroprotector inducido por la rapamicina se dehweedecto como inductor
de la autofagia, a través de la inhibicion de mTOR, que a swesram regulador
negativo de la autofagi®7]. Por lo que fue de gran importancia evaluar la interaccion

de estas vias en los 6rganos donde vimos cambios histolégicohigado y pancreas.

3.1.3.1 La administracion crénica de una dosis neuroprotectora de

rapamicina in vivo altera la via de la autofagia en el higado

La autofagia es un mecanismo intracelular activado bajostéin@lo de diversos
factores, y puede monitorearse mediante el andlisis de lanaratei cadena ligera 3
asociad D PLFURW~EXORV SRU VXV VLJQOBD BRVLQLY PO HRA&
autofagia. La molécula LC3-I (citosélica) es modificada por edrsigtde ubiquitina a su
forma lipidada, LC3-Il (ligada a las estructuras de la membraclayendo el fagéforo
autofagosomay autofagolisosoma). Esta isoforma se ancla a la membrananaexer
interna del autofagosoma [68]. Mediante WB podemos analizanva@oén de la via de
la autofagia mediante la conversion de LC3-1 a LC3-Il, lo queimttisa la abundancia
de estructuras relacionadas con la autofagia (, autofagosomadagalisosomas) [69].
La forma activa de la proteina mTOR es cuando se encuesfailémla y de esta
manera se inhibe la autofagia, mientras que la rapamicina ish#tmtivacion de mTOR

y por consecuencia se activa la autofagia.
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Por lo que evaluamos el estatus de LC3-1l y mTOR para relaciamaalteraciones
observadas en el higado con el efecto inductor de autofagia de lacrapam

En el higado no se observo diferencia en los niveles de LC3-tegpuesta a la
rapamicina en comparacion con el grupo control. Sin embargs, grapo tratado con
rapamicina hubo una disminucién importante de la fosforted®mTOR (pmTOR) en
comparacion al grupo control, lo cual es consistente cona@befe la rapamicina como
inductor de autofagia y con la presencia de los cuerpoanadis observados en dicho

organo (tincion con HyE)Xig. 18).

Fig. 18. La rapamicina induce la via de la autofagia en higad&xtractos de
proteina se obtuvieron a partir de higado. Se realidéticion de las proteinas LC3-11,
pmTOR, mTOR y B-actina con anticuerpos especificos medi@iBeA la derecha se

muestran los andlisis de densitometria de LC3-11 y pmTOR.
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3.1.3.2 La administracion crénica de una dosis neuroprotectora de

rapamicina in vivo altera la via de la autofagia en el pancreas

En el pancreas se observo un aumento en los niveles de le@3ligrupo tratado con
rapamicina, pero no se encontr6 fosforilacion de mTOR (pmT6ig) 19. Por lo que
es necesario realizar estudios mas a fondo para determinausofagia inducida por

rapamicina en el pancreas es independiente de mTOR.

Fig. 19. La rapamicina induce la via de la autofagia en pancreasxtractos de
proteina se obtuvieron a partir de pancreas. Se realdgidacion de las proteinas LC3-
I, pmTOR, mTOR y B-actina con anticuerpos especificos mediaieA la derecha

se muestran los analisis de densitometria de LC3-1l y pmTOR.
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Con esto pudimos concluir que la rapamicina empleada a ura riEgioprotectora,

induce la via de la autofagia en el higado, inhibiendo laritafidn de MTOR de una

manera significativa., mientras que en el pancreas se observé un irtordmeQ3-II.
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Capitulo 4

4.1 Discusién

En este estudio se describe por primera vez el efectcadeniaistracion cronica de una
dosis neuroprotectora de la rapamidi@] sobre la morfolog de 6rganos blanco como
el hgado, rixy, pancreas y bazo. En la literatura no existen estudios qu& haya
evaluado la histologia de estggianos en respuesta a la administracion de un esquema

terapéutico de rapamicina.

En el rix p observamos que la administracion cronica de una dosis ndextpra de
rapamicina in vivo no caus6 cambios a nivel histolégico. Un estu@iaio report6 el
uso de la rapamicina en un modelo de disfuncion créniceodgeato renal en ratas, en
donde fue capaz de reducir el dafio tubulointersticial, la glooestierosis, la
acumulacion de leucocitos y la vasculopatia que se prodigermespuesta al aloinjerto,
pero no la proteinuria, cabe sefialar que su esquema terapéuticaaflmairgstracion
diaria de 1mg/kg de rapamicina durante 24 semanas, a diferencizsteoresquema
neuroprotector por 7 semanas [70]. Estudios en modelos animalesmglearon la
rapamicina, indicaran que la inhibicién de la via de mTOR tieneosfbenéficos contra

patologias como la enfermedad glomerular, enfermedad del rificquigstto, y el
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cancer renal. Sin embargo, aun existen discrepancias conteespés experiencia
clinica con pacientes [71]. Inclusive la rapamicina tuvo efetinéficos sobre los
efectos adversos producidos en el rifion por el uso de langieimta [72]. Por ultimo, en
relacion con el rifidn, hay evidencia que indica que la adbnate la via de autofagia,
en un modelo de dafio renal agudo inducido por endotoxinas, tiene urpedeetbor &
los tubulos renales [73]. Por lo que podemos resumir que, en respladteaaciones
renales, la rapamicina ha demostrado un tener un efecto bergficembargo, ningin
estudio demuestra el efecto de la rapamicina en un medetstre. Por lo que nuestro

estudio proporciona un gran aporte en el area de investigacion.

En el hgado identificamos la presencia de hepatocitos con aspedatolads, asi como

la dilatacion de los sinusoides hepaticos. Estos resaltmlioelacionan con la inhibicion
de mTORCL1 por tiempos prolongados, en donde ocurre dafio hepatico, drdlapa
tumorogénesis [74]. La dilatacién de los sinusoides hepéticake leberse a cambios
en las células hepaticas, alteraciones hemodinamicas arefacolubles sistémicos
como la interleucina 6 (IL-6), la via de Notch-1 o el faate crecimiento endotelial
vascular (VEGF) [75]. . Mediante el andlisis por WB, demostramos que |
administracion crénica de una dosis de rapamicina in vivoimdigm la activacion de
MTOR. Esto se ha reportado previamente, en donde la rapgneiniedecto, inhibe la

activacion de mTOR mediante la inhibicién de su fosforilacion [77].

En relacion al pancreas, se ha demostrado que la via mBO&itea para el
crecimiento de las células pancreaticas, por lo que ldivaadn de mTOR y su

PROpFXOD 2UtR DEDMR™ UDSWRU HRXWMD TXGIWSHUHDGH | QF
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agenesia o hipoplasia pancreatigg8]. En nuestro estudio, encontramos que la
administracion crénica de una dosis neuroprotectora de lami@gpa induce la
alteracion de la organizacibn de las células-alfabgta. Estos resultados son
consistentes con estudios recientes, en donde demostraromT§DBRC1 regula la
proliferacion y maduracién de las células-alfa y -beta, y que lan&tracion cronica de
rapamicina disminuye la sintesis y secrecion de gluceginsulina, respectivamente
[66], [79], [80] Por otro lado, nuestros resultados contrastan con esemidende la
rapamicina ha demostrado tener efectos benéficos previniemdsidéencia a insulina
causada por hiperinsulinemia crénica en higado y masculo & tdavia inhibicion de

mTOR[81], [82].

Al inicio de la década pasada, aproximadamente el 20% gmdisntes con trasplante
de pancreas fueron tratados con inmunosupresores como la rapapdca evitar el
rechazo del 6rgano, y actualmente sélo el 10% de los paciemtesasplantes sigue
utilizandolos debido a los efectos secundarios que é{B@]. En nuestro estudio,
utilizamos la rapamicina a una dosis 50 veces menor anfdeada en esquemas
terapéuticos post-trasplante, la cual hemos determipagdiamente que ejerce un
efecto neuroprotector en un modelo de la EP [59]. Dentro de omiesallazgos
encontramos una alteracion en la organizacion de las célulgs-aéta de los islotes de
Langerhans, lo cual sugiere que la rapamicina empleadasia inmunosupresoras
podria causar un dafio mucho mayor sobre los islotes pancred®modo que es
necesario realizar estudios a largo plazo para asegurar edeusd rapamicina en

diversas patologias en pacientes.
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MTOR tiene un papel fundamental en la homeostasis y funcios délldas del sistema

inmune, ya que la inhibicion de mTOR resulta en alteraciones| ¢mmafo de las
células, el desarrollo de células del sistema inmune, ytupcion de anticuerpgg4].
Por lo que analizamos el bazo, que es un érgano linfoide seaurida@mostramos que
la administracion crénica de una dosis neuroprotectoreajpi@micina, que como se
menciond equivale a una dosis 50 veces menor a la empleadarmmunosupresor, no
causa alteraciones en la histologia esplénica. En otrosassteliha reportado el uso
terapéutico de la rapamicina durante tiempos prolongados, doss djaelevadas, que

como consecuencia causa efectos adversos sobre la funcion de[8[OR

MTOR es un sensor e integrador de sefales del microamyientaitario, por lo que

tiene una influencia sobre la diferenciacién y madurad®rcélulas T, células B, asi
como células presentadoras de antiged®, [86]. Demostramos que la dosis de
rapamicina empleada en nuestro estudio no afecta abécpmes de células T CD3+,

CD8+, y CD4+ .

Reportes indican que la molécula fosfatidilinositol-3-kinasa}Pes blanco de mTOR,
y necesaria para la proliferacion de las céluld87, por lo que la inhibicion de la via
de mTOR afecta la proliferacion de células B, lo cual no stéi@ggdnuestro estudio, por
lo que nuestro esquema de tratamiento con rapamicina no ade@ablacion de

linfocitos B CD20+.

Ademas, se ha reportado que mTOR regula la respuesta de pékdastadoras de

antigenos en respuesta a estimulos inflamatorios [88]. De meowradictoria, se ha
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encontrado, que la inhibicion de mMTOR genera un aumento de ldascdéndriticas

[89]. En nuestros resultados, la rapamicina no muestra una diteestadisticamente
significativa en la poblacion de macréfagos en comparamidnel grupo control. No

obstante, se ha reportado que el uso de la rapamicina cdéemzipdor de la respuesta
inmune, deteriora la acidificacion de las vesiculas fagasitde los macrofagos [90],

por lo que seria importante evaluar la funcionalidad de los macréfagos

Cabe destacar, que los resultados obtenidos en el predadie,esn gran parte difieren
de los resultados reportados en la literatura, principalnpentia diferencia de las dosis
y periodos de administracion, y se relacionan con el reportendé&atamiento

intermitente con rapamicina, que puede disminuir sus efectessagd sobre el sistema

inmune[77].

Nuestros hallazgos, son importantes en el establecimientatdmientos preventivos de
enfermedades neurodegenerativas, como la EP, ya que ésts lsota y progresiva
evolucion. Hemos demostrado que una dosis de rapamicina, §0eveses menor a la
usada como inmunosupresor, en un modelo murino, tiene un papel n®atoprsin
embargo, indujo alteracion en la organizacion de loseslpancreaticos, por lo que se
requieren estudios a largo plazo para determinar si este efesignificativo y pueda
repercutir en la homeostasis de la glucosa sanguinea. Paadiirdd mas destacado es
gue no afecta al sistema inmunitario. De esta manera, podemosin@teme esta dosis
de rapamicina no tiene el efecto inmunosupresor descrito antente. Por lo tanto, la

rapamicina es un buen candidato para el tratamiento de estaseztHdes.
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Capitulo 5

5.1 Conclusiones

La administracion cronica de una dosis neuroprotectora de rapamivina:

5.1.1 No altera el peso corporal.

5.1.2 Causa una dilatacion de los sinusoides hepaticos, asi como la ressenc
hepatocitos con citoplasma de aspecto vesiculado en dbhiga

5.1.3 No causa cambios morfoldgicos en el rifion.

514 Causa una dilatacion de los capilares de los islotésnigerhans, asi
como una invasion por las fibras de colagena del tabique hacia el géaawedno.

5.1.5 Altera la organizacion de las células-alfa y -beta de isdotes de

Langerhans en el pancreas.

5.1.6 No causa cambios morfolégicos en el bazo.

5.1.7 No altera la poblacion de linfocitos T CD3+, CD4+, y CD8+.

5.1.8 No altera la poblacién de linfocitos B CD20+.

5.1.9 No altera la poblaciéon de macrofagos CD68+.

5.1.10 Inhibe la fosforilacion de mTOR en el higado.

5.1.11 Induce un incremento del marcador de autofagia LC3-1l en el pancreas.
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