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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa cronica y la
principal causa de demencia en el mundo, se caracteriza clinicamente por un
deterioro progresivo y grave de las funciones cognitivas como memoria, lenguaje y
orientacién. Histologicamente esta patologia se caracteriza por la formacion y

agregacion de compuestos proteicos anormales, el péptido beta amiloide (AB) y la

proteina tau. La agregacion del beta amiloide monomérico en formas oligoméricas y
fibrilares mas grandes representa un paso importante en el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer. Los oligdbmeros solubles tempranos son la especie toxica
responsable de la neurodegeneracién y muerte neuronal. Estos hallazgos han
llevado a la hipétesis del empleo de moléculas peptidicas, las cuales afectan la
agregacion temprana de los oligdémeros, como terapia novedosa para la enfermedad
de Alzheimer. En este estudio se utilizO a Caenorhabditis elegans, un gusano
nematodo no segmentado, como modelo biolégico de la enfermedad de Alzheimer
para observar si las variantes del péptido Al142 A30W, K28A y M35C tienen un
efecto neuroprotector y mejoran el fenotipo similar a la enfermedad de Alzheimer.
Se realizé un ensayo de quimiotaxis para valorar el efecto que tienen las variantes
del péptido beta amiloide sobre la funcién de memoria asociativa en el nematodo. El
péptido K28A presentd una mejoria sobre la funcion de memoria asociativa
disminuyendo la agregacion en los nematodos que fueron tratados con el péptido.
Por otro lado, las variantes A30W y M35C no mostraron un efecto en la memoria

asociativa del nematodo.



iINDICE

INTrOAUCCION. ... . e e e 5
Antecedentes:

1.1 Enfermedad de Alzheimer............ccooiiiiiiiii e, 6
1.2  Datos epidemiolOgiCoS. .......coiviiii i 8
1.3  Diagnéstico y clasificacion de la enfermedad de Alzheimer.......... 9
1.4  Mecanismos patogénicos de la Enfermedad de Alzheimer........... 10

1.4.1. Histopatologia de la EA: placas amiloides y ovillos
NEUrOfibrlares. ... ..o 11

1.4.2. Enfermedad cardiovascular y cerebrovascular: factores de

riesgo para EA. ... 12
1.4.3. ApoE yestrésoxidativo.............cooeiiiiiiiiiiii e, 13
1.5 Proteina precursora del amiloide (APP) .........ccoiiiiiiiiiinnil. 14
1.5.1 Metabolismo de APP........cooiiiii 16
1.6 Péptido beta amiloide (AB).......ovieieiii 18

1.7  Caenorhabditis elegans: un organismo modelo para el estudio de

....................................................................................................... 20
1.7.1 Ciclo de vida y reproduccion de C. elegans........................ 21
1.7.2 Anatomia y sistema nervioso de C. elegans....................... 22
1.7.3 Genes relacionados con EAen C. elegans........................ 24
1.7.4 Expresion de Allen C.elegans..........ccoovviiiiiiiiiiniiiiinen. 25
1.7.5 Memoria asociativaen C. elegans.................c.cooviiiiinnn. 26
1.8  Variantes del péptido beta amiloide como posible terapia............. 27
1.9  Visualizacion de AR mediante microscopia de fluorescencia......... 28
Justificacion € hipOtesiS.........cooii i 29
O JEEIVOS . . 29
Materiales y métodos
4.1 Equipo y material desechable.................oo 30
4.2 ReEACHVOS. ..ottt e 30
4.3 Manejo de Caenorhabditis elegans..............cocoiiiiiiiiiiiiiienne. 32
4.3.1 Sincronizacion de poblaciones del nematodo.............................. 32
4.3.2 Propagacion de la cepa OH 441 para el ensayo de quimiotaxis....... 33



VI.
VII.
VIII.

4.4  Ensayo de quimiotaxiS..........coouiiiiiiiiiii i 34

4.4.1 Placa para ensayo de quimiotaxis...........cccovviiiiiiiiiiiininean, 34

4.4.2 Conteo de gusanos y elaboracion de indice de quimiotaxis........ 34

4.5 Visualizacion del A1 mediante microscopia de fluorescencia........... 35
ResSUAdOS. ... 36
5.1 Crecimientode C. elegans............ccoiiiiiiiii i, 36
5.2 Ensayo de qUIMIotaXiS. .........ouieiuiuiiiiiii e 37

5.3 Ensayo de fluorescencia............ooouiuiiiiiiiiiii 38
5.4 Prueba con Tioflavina S.........ccooiiiii 39
DISCUSION. ... 41
CONCIUSIONES. ...t e 43
PerspeCliVas. ... 44

Bibliografia. ..o 45



Capitulo I.

Introduccion

Demencia es un término que engloba a un conjunto de trastornos del cerebro que se
caracterizan por la pérdida significativa de funciones cognitivas, como la memoria,
orientacién y el lenguaje. La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia
neurodegenerativa crénica y la principal causa de demencia en el mundo, se
caracteriza clinicamente por una alteracion grave, progresiva e irreversible de las
funciones mencionadas, siendo los adultos mayores la poblacién con mayor riesgo e
incidencia (Mendez M. F., 2012). La prevalencia aumenta con la edad tanto en
hombres como en mujeres, y se duplica aproximadamente cada 5 afios entre las
edades de 50 y 80 afos (Global Burden of Disease, 2016). A nivel celular y
molecular, esta patologia se caracteriza por la formacién y agregacién de

compuestos proteicos anormales, el péptido beta amiloide (AB) y la proteina tau

hiperfosforilada. Estos compuestos forman las lesiones cerebrales distintivas de la
enfermedad de Alzheimer, las placas amiloides y los ovillos neurofibrilares,
respectivamente. Este trabajo estara orientado al estudio del beta amiloide, péptido
corto 39 a 43 aminoacidos de extensién, el cual deriva del corte proteolitico
secuencial de una proteina transmembranal, la proteina precursora de amiloide
(APP) (Chassigneux, S., & Allinquant, B., 2011). La agregacion del beta amiloide
monomeérico en formas oligoméricas vy fibrilares mas grandes representa un paso
importante en el desarrollo de la patologia y la manifestacion de la demencia.
Evidencia apunta al hecho que los oligdbmeros solubles tempranos son la especie
toxica responsable de la neurodegeneracion y muerte de células neuronales. Estos
hallazgos han llevado a la hipotesis del empleo de moléculas peptidicas, las cuales
afectan la agregacién temprana de los oligdmeros, como terapia novedosa para la
enfermedad de Alzheimer (Giaccone et al., 2010). Diversos organismos han sido
empleados como modelos para el estudio de trastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer. Caenorhabditis elegans, es un gusano no segmentado y
perteneciente al phyllum nematoda. Este organismo ha sido utilizado como modelo
bioldgico para el estudio de diversos trastornos y para ensayos en el campo de la

farmacologia y toxicologia. Consta de caracteristicas que lo vuelven un modelo



prometedor para el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la
aparicion de la enfermedad de Alzheimer. Dado que el conectoma, es decir, el mapa
de la conectividad neuronal, ya ha sido dilucidado en C. elegans, este organismo
también representa un modelo simplificado pero ventajoso para estudiar fendmenos
como el aprendizaje y alteraciones de memoria observados en la EA (Li C, 2014).
La EA representa uno de los grandes retos para los sistemas de salud del mundo. El
numero total de personas mayores en la poblacion aumentara significativamente en
las préximas décadas, lo que sugiere que la incidencia y prevalencia de EA sea
mayor en el futuro. El aumento en el numero de casos es aun mas importante dado
que actualmente no existe una cura o tratamiento modificador eficaz de la
enfermedad. Por lo tanto, es necesaria una mejor comprensién de los mecanismos
involucrados en la enfermedad para el desarrollo de nuevos y eficaces métodos

diagnosticos y terapéuticos.

Capitulo Il.

Antecedentes

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa cronica y la
principal causa de demencia en el mundo. Las demencias son un grupo
heterogéneo de enfermedades que se caracterizan clinicamente por alteraciones
importantes de las funciones cognitivas, como la memoria, el lenguaje, orientacion,
asi como alteraciones motoras, y que pueden tener mecanismos etiopatogénicos
distintos. Otros tipos de demencia son demencia por cuerpos de Lewy, demencia
frontotemporal y demencia vascular (Ellenbogen, R. G. et al. 2019). En algunos
casos, pueden coexistir mas de una patologia a la vez y la superposicion clinica en
la presentacion de estos diversos tipos de demencia representa un desafio
importante para el diagnoéstico correcto de la enfermedad. La enfermedad fue
reportada por primera vez en 1906 por el médico aleman Alois Alzheimer,
estudiando el caso de una mujer de edad avanzada que presentaba un cuadro

clinico de demencia atipico. Alzheimer hizo un andlisis post mortem del cerebro de



la paciente y observé una asociacion entre los sintomas neurolégicos y los

hallazgos histopatoldgicos.

La investigacion actual identifica tres etapas de la enfermedad de Alzheimer:
enfermedad de Alzheimer preclinica, deterioro cognitivo leve y demencia. El
deterioro cognitivo y los sintomas aparecen de manera insidiosa y progresiva. En la
etapa preclinica, los individuos presentan alteraciones detectables en cerebro,
liquido cefalorraquideo (LCR) y en plasma, que indican los primeros signos de la
enfermedad de Alzheimer, pero aun no se han desarrollado sintomas. En pacientes
con deterioro cognitivo leve por EA, se observa evidencia de biomarcadores
cerebrales y en LCR relacionado con el Alzheimer y muestran un deterioro cognitivo
mayor de lo esperado para su edad, sin embargo este deterioro no interfiere
significativamente con las actividades diarias. En |la etapa avanzada de la EA se
observan los sintomas caracteristicos de demencia, deterioro notable de memoria,
pensamiento y comportamiento que afecta la capacidad de una persona para
funcionar en la vida diaria, junto con evidencia de un cambio cerebral relacionado
con el Alzheimer (C.H. Kawas, et al., 2011). A nivel neuronal, ocurre la agregacioén y
acumulaciéon de compuestos peptidicos anémalos, especificamente el oligdémeros

toxicos de AB y la proteina Tau hiperfosforilada, lo cual lleva a la formacion de las

placas beta amiloide y ovillos neurofibrilares, ambos hallazgos patoldgicos
caracteristicos de la EA. En esta, ocurre deterioro de la neurotransmision en
diferentes areas del sistema nervioso central (SNC), particularmente de la
neurotransmision colinérgica (fundamentalmente nicotinica) y glutamatérgica (L.
Tapia, et al., 2006).

Esta enfermedad tiene mayor incidencia en los adultos mayores (mas de 65 afos)
siendo la edad avanzada el factor de riesgo mas importante, y suele tener un gran
impacto en la calidad de vida de las personas que la padecen, ocasionando una
dependencia casi total hacia familiares y cuidadores para llevar a cabo tareas
cotidianas (Inouye, K. y et al., 2010). En cuanto al tratamiento, los inhibidores de la
acetilcolinesterasa, como donepezilo, rivastigmina y galantamina, se recomiendan
como tratamiento de primera linea en pacientes con EA leve a moderada. Sin

embargo, los farmacos disponibles hasta ahora soélo proporcionan una mejoria



sintomatica y no tienen un efecto sobre la patologia subyacente de la enfermedad,
ademas, los efectos benéficos sobre funciones cognitivas y el comportamiento son

solo temporales (Tensfeldt, T. et al., 2012).

1.2 Datos epidemiolégicos

Estimaciones realizadas en 2015 mostraron que alrededor de 46.8 millones de
personas se ven afectadas por demencias en todo el mundo. Este numero de casos
nuevos es casi un 30% mayor (9.9 millones de casos nuevos) que la incidencia
presentada en el informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2010
(Inouye, K., 2010). El numero de muertes por demencia aumento en un 148% entre
1990 y 2016. A nivel mundial, en 2016, la demencia fue la quinta causa de muerte
mas importante (2 millones de muertes) después de la cardiopatia isquémica, la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la hemorragia intracerebral y accidente
cerebrovascular isquémico. En 2016, las muertes por demencia representaron el
4,4% del total de muertes, pero el 8,6% de las muertes en personas mayores de 70
afnos (2,2 millones de muertes) 13, lo que convierte a la demencia en la segunda
causa de muerte en este grupo de edad después de la cardiopatia isquémica. La
prevalencia es mayor en mujeres, con aproximadamente 27 millones de casos, que
en hombres, siendo alrededor de 17 millones. La prevalencia aumenté
sustancialmente con la edad tanto en hombres como en mujeres, y

aproximadamente se duplicé cada 5 afios entre las edades de 50 y 80 anos.

La enfermedad de Alzheimer representa la demencia con mayor prevalencia en el
mundo, afectando aproximadamente al 5% de las personas mayores de 65 anos y al
20% de las personas mayores de 80 afos. Esto significa que la tasa de prevalencia
se duplica cada 5 afios. Segun el World Alzheimer Report del 2019, los costos de la
enfermedad a nivel global fueron de aproximadamente 818 mil millones de ddlares,
con un aumento del 35.4%, en comparacion con el mismo estudio en 2010. La EA
es una de las cuatro enfermedades neuroldgicas, junto con infarto cerebral, migrafia
y meningitis, que representan la mayor carga a la salud de la poblacion en el
mundo. Esto ultimo se evalua de acuerdo a los AVAD o Afios de vida ajustados por

discapacidad (AVAD o DALY por sus siglas en inglés), medida de carga general de



una enfermedad, es una forma de comparar la salud y la esperanza de vida de

diferentes paises (Feigin, V. L. et al., 2019).

1.3 Diagnéstico y clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer

El diagndstico mediante analisis histopatolégico de la EA sigue siendo el estandar
de oro para el diagndstico. Si bien ciertas caracteristicas de la EA se pueden
determinar mediante estudios de imagen, como atrofia de areas especificas,
ninguna de las caracteristicas macroscopicas es especifica de la EA y las personas
clinicamente normales que no se ven afectadas pueden tener atrofia cortical
moderada. El diagndstico definitivo requiere el examen microscopico de multiples
regiones del cerebro empleando métodos de tincion que pueden detectar cambios
histolégicos caracteristicos de la enfermedad de Alzheimer, la presencia de placas

amiloides extracelulares y ovillos neurofibrilares (Dickinson et al., 2019).

La enfermedad de Alzheimer se puede clasificar de acuerdo a la etiologia genética
en dos grupos o tipos: una llamada enfermedad de inicio temprano y la otra llamada
enfermedad de inicio tardio, también conocida como enfermedad de Alzheimer
esporadica; y los dos tipos implican etiologias y mecanismos moleculares distintas.
La enfermedad de Alzheimer de aparicién tardia se observa en la poblacién mayor
de 65 anos de edad, representa la gran mayoria de los casos y se considera como
una enfermedad multifactorial, siendo la edad avanzada el factor de riesgo de mayor
importancia (Bertram, et. al.,2010). A pesar de que tiene una etiologia genética
compleja, la presencia del alelo e4 del gen APOE, que codifica la isoforma E4 de la

Apolipoproteina E es considerado como el factor genético mas importante.

La EA de inicio temprano, por otra parte, tiene una incidencia mucho menor,
aproximadamente el 4-5% de los casos, y se caracteriza por la aparicién de los
sintomas antes de los 60 afios, asi como por un cuadro clinico atipico. La mayoria
de los casos de este tipo tienen una aparicion esporadica, sin una causa conocida;

aproximadamente el 5% de los casos tienen mutaciones en genes de la proteina



precursora del amiloide (APP) y / o presenilinas 1 y 2, heredados de manera

autosémica dominante, con una penetrancia casi del 100% (Mendez, 2012).

1.4 Mecanismos patogénicos de la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una patologia compleja y multifactorial. A pesar de
que pasaron mas de 100 afos desde la primera descripcidn de sus sintomas, la
etiologia precisa de la EA sigue siendo desconocida, con la excepcion del 1 al 5%
de los casos, donde se ha identificado la presencia de factores genéticos como la
causa (Reitz y Mayeux 2014). Aunque han ocurrido avances sustanciales realizados
a lo largo de los afios que han identificado al beta amiloide y la proteina tau
hiperfosforilada como posibles responsables de la EA, la secuencia de eventos que
conducen a la disfuncion y pérdida neuronal aun no es del todo clara. A pesar de
que existe también evidencia del papel que tienen algunos factores ambientales en
la aparicién de la enfermedad, el enfoque de esta investigacion es sobre los factores

de riesgo moleculares y genéticos.

La evidencia hasta ahora sugiere que la EA es causada por un desequilibrio en la
concentracion del péptido AB42, producto del corte enzimatico de la proteina
precursora del amiloide (APP) el cual forma agregados téxicos oligoméricos, y que a
su vez generan depositos de placas amiloides en el tejido cerebral (Lewczuk y et al.,
2017). EI mecanismo preciso por el cual el depédsito de amiloide finalmente conduce
a la neurodegeneracion y la demencia sigue siendo desconocido. A pesar de lo
anterior, se han estudiado diversos factores y procesos celulares que coexisten con
el progreso natural de la enfermedad y que contribuyen al desarrollo de ésta,
ademas de los factores genéticos ya mencionados. A nivel histopatolégico, esta
complejidad etiologica es evidente por el hecho de que las lesiones caracteristicas
de la enfermedad de Alzheimer rara vez ocurren independientemente de otras
patologias. Una proporcion significativa de cerebros con EA muestra la presencia de
dafo isquémico cerebrovascular, depdsito de cuerpos de Lewy o patologia por TDP-
43 (Sleegers, K. y col., 2010).

Se ha propuesto una hipoétesis vascular de “dos golpes" para la EA, que resalta la

probable superposicion e interaccion de las vias vasculares y la via clasica de
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produccion del beta amiloide y la subsecuente toxicidad del mismo (Slokovic, 2011).
En este modelo, la enfermedad vascular resultante de factores de riesgo conocidos,
como la hipertension y la diabetes, conduce a una disminucién del flujo sanguineo a
las células cerebrales, asi como una afectacion de la barrera hematoencefalica, lo
que puede conducir a una mayor produccion o disminucion del aclaramiento del
péptido, que a su vez resulta en neurodegeneracion, pérdida sinaptica y neuronal,

asi como el eventual deterioro cognitivo y demencia (Snyder et al., 2015).

1.4.1. Histopatologia de la EA: placas amiloides y ovillos neurofibrilares

El diagnostico definitivo de Alzheimer se realiza mediante evidencia histopatologica
post mortem. Los hallazgos a nivel histolégico que determinan el diagnéstico de la
EA son las placas amiloides y ovillos neurofibrilares (NFT). Las placas amiloides son
cumulos extracelulares de aproximadamente 20 a 100 um de diametro compuestos

por el péptido B-amiloide. Representan un reservorio de distintas formas del péptido

y otras moléculas bioactivas, las cuales pueden alterar las vias de sefalizacion
celular y provocar gliosis (Xiong, F. et al., 2019). Estas lesiones se clasifican
morfolégicamente en difusas (pre amiloideas), primitivas (neuriticas), clasicas
(densas) y compactas (burn out). El péptido AB42 es el componente mas fibrogénico
y predominante de las placas amiloides en la EA, aunque también se han detectado
péptidos AR que contienen entre 38 y 43 aminoacidos (Dickson et al., 2019). El
descubrimiento del AR como el componente molecular mas importante de las placas
amiloides condujo finalmente a la postulacion de la hipotesis de cascada amiloidea

como modelo fisiopatoldgico de la EA.
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Figura 1. Corte histoldgico de cerebro donde se observan placas amiloides, lesiones caracteristicas de la

enfermedad de Alzheimer (C. Soto et al., 2012).

Los NFT son lesiones neuronales intracelulares, de aspecto filamentoso y
compuestas por la proteina Tau hiperfosforilada. Tau es una proteina asociada a
microtubulos expresada predominantemente en neuronas en las que estabiliza los
microtubulos (MT) y promueve su ensamblaje. Ademas de los cambios en la
fosforilacidn de esta proteina, ocurren multiples cambios conformacionales donde el
monomero sin plegar se transforma a una estructura polimérica, caracteristica de los
NFT. Se han establecido correlaciones entre la carga de NFT y el deterioro cognitivo
en pacientes con EA (lba et al., 2013). Diversos estudios coinciden en que los
criterios patoldgicos clasicos para la enfermedad de Alzheimer, i.e., las placas
neuriticas y los ovillos neurofibrilares, pueden representar el 40-70% de la
afectacion cognitiva observada en sujetos de edad avanzada, con patologias
adicionales como la enfermedad cerebrovascular y por cuerpo de Lewy (Dolan et al.
2010).

1.4.2. Enfermedad cardiovascular y cerebrovascular: factores de riesgo para EA

A través de ensayos clinicos se han reconocido factores de riesgo vascular
asociados con cardiopatia isquémica y/o accidente cerebrovascular que a su vez
también son factores de riesgo para desarrollar demencia (Rosa et al., 2020). Las
alteraciones cerebrovasculares como los infartos hemorragicos, las vasculopatias y

los cambios en la sustancia blanca aumentan el riesgo de demencia. Un
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metaanalisis que incorpora datos de 22 cohortes hospitalarias y ocho poblacionales
encontrdé que el 7.4% de los pacientes con accidente cerebrovascular por primera
vez desarrollaron demencia post accidente cerebrovascular (O’ Brien J. T., Markus
H. G., 2014).

Estudios han indicado que la lipoproteina lipasa, una enzima que hidroliza los
triglicéridos, puede estar involucrada en la base bioldgica tanto de la EA como de la
enfermedad cerebrovascular, a través de su interaccién con las lipoproteinas
cerebrales asi como por medio de modulacion de la homeostasis del colesterol en
células neuronales. La apolipoproteina E es crucial para el catabolismo de los
componentes lipoproteicos ricos en triglicéridos y para el transporte de colesterol (R
M Evans et al., 2004).

1.4.3. ApoE y estrés oxidativo

La Apolipoproteina E, o Apo E humana, es una glicoproteina de 34 KDa que se
compone de 299 aminoacidos. Esta se expresa en diversos tejidos del cuerpo, y en
el sistema nervioso central se expresa principalmente en astrocitos. APOE juega un
papel critico en la redistribucidn del colesterol y otros lipidos, entre neuronas y otras
células, mediante la union a los receptores APOE de la superficie celular (Liao, F.,
2017). A pesar de que la funcion principal de esta proteina es el transporte de
colesterol, también actua regulando el metabolismo y aclaramiento del beta
amiloide. Se ha observado que el receptor de ApoE LPR1 tiene un rol importante en
el aclaramiento del amiloide del tejido cerebral (Kanekiyo et al., 2012). Esta proteina
de transporte se modifica por oxidacion y puede ser disfuncional en sujetos con EA,
lo que podria contribuir a la acumulaciéon de AB en cerebro (Owen et al.., 2010). La
ApoE existe en tres isoformas diferentes (E2, E3 y E4), diferenciadas por
sustituciones de aminoacidos en los residuos 112 y 158. Estas diferencias en la
secuencia aminoacidica conlleva diferencias conformacionales entre las tres
isoformas, lo cual resulta en cambios en la interaccion entre cada isoforma y otras
proteinas, como el AB (Liao, F., 2017). Como ya se ha mencionado, la herencia del
alelo e4 es el factor de riesgo genético mas fuerte para la aparicién de EA, mientras
que el alelo e2 es protector (Zhao, N. et al.., 2018). Los individuos heterocigotos
para el alelo APOEe4, tienen un riesgo aproximadamente tres veces mayor de
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desarrollar EA, mientras que los homocigotos tienen un riesgo 15 veces mayor en
comparacion con aquellos que no tienen alelo e4. Ademas, la herencia de este alelo
tiene una influencia importante en el desarrollo de la EA a una edad mas temprana
(Kim J. et al., 2009).

El estrés oxidativo esta involucrado en la alteracion de diversas vias bioquimicas y
procesos fisioldgicos como el metabolismo de la glucosa, excitotoxicidad, sintesis y
plegamiento de proteinas, inflamacién, etc (Butterfield, 2020). Se ha observado en
cultivo celular, en modelos animales y en cerebros humanos, que los oligdbmeros de
AB provocan dafo oxidativo a neuronas. A su vez, existen trabajos que han
demostrado la presencia de indices elevados de carbonilos proteicos, 4-hidroxi-2-
trans-nonenal (HNE) unida a proteinas y 3 nitrotirosina (3-NT) en los cerebros de
personas con EA (Butterfield y Boyd-Kimbal, 2019). Ademas, se ha observado dafio
por estrés oxidativo en cerebros de pacientes de tercera edad sin demencia pero
con lesiones histolégicas caracteristicas de la enfermedad, lo cual implica el papel
que tiene el dafo oxidativo en etapas preclinicas de la enfermedad (Scheff, et. al.,
2016).

1.5 Proteina precursora de amiloide (APP)

La proteina precursora de amiloide (APP) es una glicoproteina transmembranal de
tipo |, y en mamiferos pertenece a una familia de proteinas junto con APLP1 y APLP
2, las cuales se caracterizan por poseer una gran region extracelular que contiene
dominios E1 y E2 conservados, un dominio transmembrana unico asi como un
dominio citosoélico pequefio (Li C et al. 2014). El gen que codifica para APP consta
de 18 exones y se encuentra en el cromosoma 21 (21g21.2-3). La regidén que
codifica la secuencia amiloide comprende parte de los exones 16 y 17. Aunque APP
se puede localizar en todas las células, presenta alta expresion en neuronas,
especialmente durante procesos de maduracioén y diferenciacion neuronal (Muller y
Zheng, 2012). Aunque ha sido ampliamente estudiada desde su identificacién, su
funcién permanece en gran parte indeterminada. A pesar de lo anterior, se ha
sugerido un papel para la APP en diversas funciones neuronales, como crecimiento
de neuritas, la sinaptogénesis, el trafico de proteinas neuronales a lo largo del axon,
la transduccion de sefiales transmembranales, entre otras (Zhang et al., 2011).
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Actua como receptor de membrana de kinesina |, mediando el transporte axonal de
beta-secretasa y presenilina 1 (por similitud). Al actuar como un receptor de
membrana de kinesina |, juega un papel en el transporte axonal anterogrado de
carga hacia las sinapsis en los axones. Los péptidos beta-amiloides son quelantes
de metales con actividad reductora. Se unen a metales como cobre, zinc y hierro. In
vitro, puede reducir Cu2+ y Fe3+ a Cu+ y Fe2+, respectivamente. Estudios in vivo
han demostrado que APP es un modulador clave de la homeostasis neuronal del
cobre, se observd en ratones knockout para APP que aumentaron los niveles de
cobre en el cerebro. Por el contrario, los ratones transgénicos que sobreexpresan
APP mostraron una reducciéon significativa de niveles de cobre en cerebro (R.
Cappai et al., 1999).

La eliminacion o reduccion en la expresion de APP esta asociada con una
disminucion en la viabilidad neuronal in vitro y una menor actividad sinaptica in vivo.
Un estudio con modelos murinos evidencié anormalidades en la migracion neuronal
en embriones inyectados con iARN para APP (Young-Pearse y col. 2007). Hay
evidencia que vincula APP con adhesion celular, se encontré que esta proteina se
colocaliza con integrinas B1 en neuronas (Yamazaki y col., 1997). Ademas, un
estudio en cultivos celulares demostr6 que APP puede formar homodimeros y
heterodimeros con otros miembros de la familia de APP y que dicha dimerizacién
promueve la adhesion intercelular (Soba, P et al., 2005). La evidencia hasta ahora
sugiere que APP desempefa un papel importante en la regulacion del trafico de

proteinas (Zhang, 2011).
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Figura 2. Estructura terciaria de la proteina precursora del amiloide (APP), la cual a través de una serie de

cortes enzimaticos da como resultado el péptido B-amiloide (Picona et al., 2003).

1.5.1 Metabolismo de APP

El procesamiento de APP se lleva a cabo a través de dos vias enzimaticas distintas,
y en las que participan diversos complejos proteoliticos, actuando de manera
secuencial para producir moléculas diferentes. APP se sintetiza en el reticulo
endoplasmico y luego es transportada a través del aparato de Golgi a la red trans-
Golgi (TGN), para después transportarse en vesiculas a la superficie celular, donde
pasa por un proceso de protedlisis. Por otra parte, APP puede también transportarse
hacia endosomas, donde la actividad enzimatica es diferente. La via proteolitica
principal, la cual sucede en la membrana celular, es llevada a cabo por una (-
secretasa, enzima identificada como una metaloproteasa de zinc. Este corte se lleva
a cabo dentro de la secuencia AP, evitando la produccion del amiloide neurotdxico y
produciendo un ectodominio N-terminal, conocido como sAPPa, (Chasseigneaux,
S., 2011).
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Figura 3. llustracion esquematica de los sitios de escision de la a- 3- y y-secretasa en la proteina precursora de
amiloide (APP). (A) Via no amiloidogénica en la que la escision de la a-secretasa de la APP alrededor de los
aminoacidos AB 15-16 da como resultado la liberacién de APPa soluble (sAPPa), dejando un fragmento C-
terminal (aCTF) en la membrana disponible para su procesamiento posterior. (B) Via amiloidogénica en la que
la escision por B-secretasa de APP en el aminoacido 1 AR da como resultado la liberacion de sAPP, dejando un
fragmento C-terminal (BCTF) en la membrana disponible para procesamiento adicional. La escision adicional de
BCTF por la y-secretasa da como resultado la liberacidn de los péptidos AB de 38 a 42 aminoacidos de longitud.
(C) Ademas de los péptidos AR de 38 a 42 aminoacidos de longitud, se pueden generar otros péptidos a través

de sitios de escision alternativos para a y B-secretasa (Agholme et al., 2016).

Se ha observado que sAPPa tiene un papel importante en procesos de plasticidad y
supervivencia neuronal, asi como en la proteccion contra estados de excitotoxicidad.
Por otra parte, la via proteolitica que termina en la produccion del beta amiloide se
lleva a cabo en compartimentos endosomales. Diversos grupos de investigacion
identificaron a la BACE1, también llamada Asp2 o memapsina 2, como la principal
beta secretasa responsable de cortar APP (Vassar R y col., 1999; Yan R y col.,
1999). Este corte por BACE1 da como resultado un fragmento corto carboxilo
terminal, el cual a su vez es un sustrato para la enzima gamma secretasa, cuya
actividad da como resultado al péptido B-amiloide de 40 o 42 aminoacidos
(Kinoshita, A., 2003). En un estudio con ratones transgénicos la sobreexpresion de
BACE1 condujo a un aumento en la produccion de B-amiloide (Bodendorf et al.,
2002), mientras que en ratones KO para BACE se observé poco o nulo B-amiloide
(Roberds et al., 2001).

1.6 Péptido beta amiloide (AB)
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La hipdtesis de la presencia de depédsitos amiloides como el principal factor que
conduce al dafio del tejido nervioso se ha postulado durante mas de 25 anos. Los
estudios hasta ahora se han enfocado principalmente en la desregulacién de la
produccion y aclaramiento del péptido beta amiloide como principales causas de la
acumulacion del péptido beta amiloide. Como ya ha sido mencionado, el péptido AR
es generado a partir del metabolismo fisiolégico de la APP (Haass et al. 1992). A3
es una proteina pequefia compuesta de 39 a 43 aminoacidos la cual presenta una
variedad de estados biologicos. Hay dos isoformas principales de AB, la ApR40
soluble y AB42 insoluble, este ultimo muestra una concentracion mas alta en
pacientes con EA y es mas propenso a agregarse (Burdick et al., 1992; Gravina et
al., 1995; Kim et al., 2007). En condiciones fisioldgicas, mas del 90% de AB esta en
forma de la variante AB40 mientras que menos del 5% se genera en forma de AB42.
La acumulacion de AB dara como resultado inicialmente su oligomerizacion,
después, su depdsito en forma de fibrillas y las placas amiloides. Estos depdsitos
pueden conformarse de varios tamafios de AB, multiples modificaciones
postraduccionales asi como configuraciones estructurales alternativas del amiloide
(Jiang, H. et al, 2016).

Las placas amiloides representan agregados extracelulares macroscépicos del
péptido AB, pero dentro de las neuronas el péptido se encuentra en forma de
oligbmeros y otras especies de menor tamano. Inicialmente, se creia que las fibrillas
del péptido eran las responsables de la toxicidad detras de la EA, sin embargo, la
evidencia hasta ahora respalda la idea de los oligdbmeros AB solubles como las
principales especies toxicas (Ferreira y Klein, 2011; Walsh et al., 2002). Se han
detectado agregados de AP solubles en lisados de cerebro humano de pacientes
con EA (Glabe, C. G et al., 2009).

La deposicidn de ALl aparece una cantidad considerable de tiempo antes que los
sintomas de demencia, asi como también precede a la patologia tau, sugiriendo a la
acumulacién del amiloide como un factor causal contribuyente en el desarrollo de la
EA. Se han reportado ampliamente casos de personas de edad avanzada con
funciones cognitivas normales quienes exhibieron hallazgos extensos de placas

amiloides en cerebro (R. S. Wilson et al., 2006).
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La agregacion de AP altera la actividad cinasa / fosfatasa que conduce a la
hiperfosforilacion de la proteina Tau, lo que provoca la formacién de ovillos
neurofibrilares (NFT), resultando en activacion de la microglia, células astrocitarias
asi como disfuncién sinaptica y neuronal. También se cree que la apoptosis inducida
por AB a través de la interaccién con receptores y proteinas de la superficie celular
participa en la disfuncién del sistema neuronal. Las células gliales activadas estan
estrechamente asociadas con las placas amiloides, lo que sugiere que las placas o
formas solubles de AP alrededor de las placas pueden inducir cascadas
inflamatorias (Small et al., 2001; Zhu et al., 2015).

En el cerebro, el AB puede alterar significativamente la excitabilidad de las neuronas
tanto directa como indirectamente. En neuronas hipocampales que sobreexpresan
APP, se ha demostrado que AR dirige la remodelacién sinaptica y deprime a la
actividad sinaptica excitatoria. Los niveles de AB también aumentan o disminuyen
con los respectivos estados de excitacion o depresion de la actividad neuronal, por
tanto, se ha sugerido que el péptido contribuye a la regulacion de la
hiperexcitabilidad (McLane, R. D. et al.,, 2019). Se ha propuesto también que la
deposicion de AB esta asociada con disfuncion mitocondrial (Swerdlow RH, 2018).
La acumulacién progresiva de AP dentro de las mitocondrias puede conducir a
disfuncién, dafo estructural, disminucion de niveles de ATP (Calkins MJ et al.,

2011) y por lo tanto, déficits energéticos (Yao J et al., 2009).

El péptido, a pesar de sus efectos neurotoxicos, también se encuentra en bajas
concentraciones en cerebros de personas saludables, y estd involucrado en
diversos procesos fisioldgicos. Estudios han demostrado que AR esta involucrado en
la memoria, actuando sobre la potenciacion a largo plazo en neuronas
hipocampales (Puzzo, D. et al., 2012). Asi mismo, AB tiene un papel en el
metabolismo del colesterol y esfingomielina (Hartmann et al., 2005). Se ha
observado que los mondémeros del AB inducen la supervivencia de neuronas en
desarrollo bajo condiciones de deprivacion de factor neurotréfico, asi como también
que protegen neuronas maduras contra la muerte celular excitotoxica (Giuffrida et al.
2009). Las propiedades de estos mondmeros, incluidos los efectos neurotroficos y

neuroprotectores, la proliferacion de células progenitoras, asi como la participacion
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en la funcién sinaptica, implica que la presencia del péptido AR tiene una

importancia fisioldgica significativa en el sistema nervioso central.

Existe evidencia de los efectos benéficos que tiene sAPPa en el sistema nervioso.
Los ratones transgénicos con sobreexpresion neuronal de APP humana mutada en
el sitio de alfa secretasa muestran alteraciones conductuales como mayor
agresividad, ademas de muerte prematura (Moechars et al. 1996). A su vez, se ha
observado que sAPPa estimula la proliferacion de células madre neurales en
cerebros de embrion de rata (Hayashi Y et al., 1994). Ademas, existe evidencia que
sugiere que sAPPa funciona como un factor de crecimiento in vivo. Se ha observado
que esta involucrado también en la proliferaciéon de células no neuronales, como
fibroblastos y también estimula el crecimiento de células epiteliales de la glandula
tiroides. Tackenberg y Nitsch, en un estudio empleando cultivo celular y cortes
cerebrales de raton, observaron que la administracion de sAPPa aboli6 la toxicidad
inducida por AB, en comparacién con sAPPb, el cual no mostré actividad protectora
(Tackenberg & Nitsch, 2019).

1.7 Caenorhabditis elegans: un organismo modelo para el estudio de EA

Se han disefiado modelos vertebrados para el estudio de los mecanismos
fisiopatolégicos involucrados en la EA, pero los ensayos que utilizan estos
organismos son complejos y por lo general requieren mucho tiempo. C. elegans es
un gusano no segmentado perteneciente al phyllum nematoda, el cual, posee
caracteristicas que lo vuelven un organismo practico y ventajoso para el estudio de
los mecanismos implicados en diversos trastornos neurodegenerativos. Sydney
Brenner comenz6 a investigar la fisiologia y desarrollo de este organismo a
principios de los afios setenta, y desde ese entonces ha sido utilizado como modelo
bioldgico para el estudio de diversos trastornos y para ensayos en el campo de la
farmacologia y toxicologia (Chalfie et al., 2015). C. elegans, al ser un organismo
entero, representa un modelo mas complejo que el cultivo celular, tiene un total de
959 células somaticas. Por otra parte, es sencillo de manipular, su mantenimiento
implica bajo costo, y su ciclo de vida corto lo vuelven mas practico que otros
modelos animales. Las herramientas genéticas desarrolladas para C. elegans se

han utilizado para construir modelos predictivos de la enfermedad de Alzheimer, asi
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como otros trastornos neurodegenerativos, como Parkinson, Huntington y ALS
(Martinez, B. A., 2017; Dexter, P. M., 2012).

1.7.1 Ciclo de vida y reproduccion de C. elegans

Al igual que otros nematodos, el ciclo de vida de C. elegans se compone de la etapa
embrionaria, cuatro etapas larvarias (L1-L4) y la edad adulta. Al final de la etapa L2,
el animal puede entrar en un estado detenido llamado dauer si las condiciones
ambientales no son favorables para un mayor crecimiento. Durante el estado de
dauer, la alimentacion se detiene indefinidamente y la locomocion se reduce
notablemente. El estado de dauer termina cuando el animal experimenta
condiciones favorables. C. elegans esta conformado por dos sexos: hermafrodita
autofecundante y macho. Los machos surgen con poca frecuencia (0.1%) por
proceso de no disyuncion espontanea en la linea germinal hermafrodita, y con
mayor frecuencia (hasta 50%) a través del apareamiento. La autofecundacion del
hermafrodita permite que los gusanos homocigotos generen una progenie
genéticamente idéntica, y el apareamiento de machos facilita el aislamiento y
mantenimiento de cepas mutantes, asi como el movimiento de mutaciones entre

cepas.
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Figura 5. Estructura del gen de la APP humana. (a) El gen APP consta de 18 exones y se encuentra en el
cromosoma 21 (21921.2-3). La regién que codifica la secuencia amiloide comprende parte de los exones 16y 17
(recuadro rojo). b) APP consta de un gran dominio extracelular, un dominio transmembrana hidréfobo y un

extremo carboxilo citoplasmico corto (Meraz-Rios et al., 2014).

1.7.2 Anatomia y sistema nervioso de C. elegans

Al igual que otros nematodos, C. elegans tiene una forma de cuerpo cilindrico no
segmentado que se estrecha en los extremos, conformado por un tubo exterior y un
tubo interior separados por el espacio pseudo celémico. El tubo externo (pared del
cuerpo) esta conformado por estructuras como la cuticula, tejido compuesto de
colageno y secretada por el epitelio subyacente, rodea al gusano por fuera y
también reviste la faringe y el recto. Varias estructuras se abren al exterior a través
de la cuticula, el poro excretor se encuentra en la linea media del lado ventral de la
cabeza. La vulva es otra gran abertura en el lado ventral en la mitad del cuerpo, y el
ano forma otra abertura ventral. Otras estructuras como del tubo externo son

hipodermis, sistema excretor, neuronas y musculos; el tubo interno comprende la
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faringe, el intestino y, en el adulto, la génada. Todos estos tejidos estan bajo una

presion hidrostatica interna, regulada por un sistema osmorregulador.

Su sistema nervioso se compone de 302 neuronas, las cuales estan organizadas en
ganglios o gangliones, ubicados en la cabeza y cola. Se han identificado
aproximadamente 5000 sinapsis quimicas, 600 uniones gap y 2000 uniones
neuromusculares. El conectoma de C. elegans, es decir, el mapa de la conectividad
neuronal, ya ha sido dilucidado, volviéndolo un modelo muy valioso en el campo de

la neurobiologia (Kinser et al. 2017).
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Figura 6. Micrografia de microscopio de campo claro de cada una de las etapas del desarrollo de C. elegans,
huevos, larva (L1-L4) y adulto (Sulston y Hodgkin, 1988).

La mayoria de las neuronas de C. elegans se encuentran en la cabeza alrededor de
la faringe. En el cuerpo, una fila continua de cuerpos neuronales se localiza en la
linea media, adyacente a la hipodermis ventral. Ademas, hay dos pequefos
ganglios laterales posteriores a los lados, asi como algunas neuronas dispersas a lo

largo del cuerpo lateral. Los procesos de la mayoria de las neuronas viajan en el
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corddn nervioso ventral o dorsal y se proyectan al anillo nervioso (NR) en la cabeza.
A pesar de la relativa simpleza de su sistema nervioso, el nematodo muestra una
rica variedad de patrones de comportamiento, incluidas varias formas de
aprendizaje asociativo y no asociativo (Chatterjee, N., y Sinha, S., 2007). En este
contexto, C. elegans ha sido de gran utilidad para estudiar funciones inherentes del

sistema nervioso como el aprendizaje y la memoria, afectadas en la EA.

Figura 7. Imagen obtenida por microscopia electronica de barrido de C. elegans en fase de adulto. La flecha
grande sefiala la cola del nematodo, la delgada la vulva y la cabeza de flecha la cabeza (Sulston y Hodgkin,
1988).

1.7.3 Genes relacionados con EA en C. elegans

La secuenciacion completa del genoma de C. elegans en 1998 demostré que
aproximadamente el 38% de los genes del nematodo tienen un ortélogo humano,
como APP y tau (Shaye and Greenwald, 2011). En el nematodo sd6lo hay un gen
relacionado con APP, apl-1. Al igual que la APP humana, APL-1 contiene una gran
region extracelular cuyos dominios E1 y E2 conservados comparten un 46% y un
49% de similitud de secuencia con la APP humana, respectivamente, un dominio
transmembrana y un dominio citosélico relativamente pequefio, que comparte un
71% de similitud de secuencia con la APP humana. Al igual que la familia APP en
mamiferos, apl-1 se expresa en multiples tipos de tejidos, se observa en neuronas,
células de tejido conectivo y musculos de la cabeza durante todo el desarrollo
(Hornsten et al., 2007). APL-1 a su vez carece de sitios BACE, ademas, el genoma
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de C. elegans no parece codificar un ortdlogo de BACE, y hasta la fecha no se ha
detectado ningun péptido similar a ALl en el nematodo, por lo tanto, el nematodo no

presenta produccion fisiologica de beta amiloide (Li et al., 2014).

Otros genes relacionados con EA que tienen contrapartes en C. elegans, incluyen
un homodlogo de tau, ptl-1 y homologos de presenilina, como sel-12 y hop-1. El gen
sel-12 / PSEN se identificé en un cribado genético para aislar supresores de un
fenotipo multi vulva dominante Lin-12 / Notch. La pérdida de sel-12 / PSEN suprimié
el fenotipo de Lin-12 / Notch multivulva y produjo un defecto en la deposicidon de
huevos, funcién rescatada al introducir PSEN1 o PSEN2 humanos, lo que sugiere
una funcion conservada entre las presenilinas humanas y del nematodo (Levitan &
Greenwald, 1995). Dos proteinas con actividad a-secretasa estan presentes en C.
elegans, SUP-17 y ADM-4. La escision de APL-1 por parte de la a-secretasa libera
el fragmento extracelular, sAPL-1; la posterior escision de este fragmento por el

complejo y-secretasa libera el dominio intracelular (Li et al., 2014).

1.7.4 Expresion de Al en C. elegans

A pesar de que C. elegans no produce el péptido beta amiloide de manera
fisiolégica, representa un ventajoso sistema genético in vivo para estudiar los
efectos del beta amiloide neurotdxico a través del uso de modelos transgénicos (Li
et al., 2014). Dado que el AB agregado es toxico para las neuronas y causa paralisis
muscular en C. elegans, las moléculas y vias involucradas en la formacion y el
desensamblaje de los agregados de AB se pueden detectar en este modelo. Se han
generado diversas cepas transgeénicas en las que una secuencia sefial seguida de
la secuencia Ap humana se expresa en todas las células, en neuronas, o en células
musculares. Estas cepas producen los péptidos AB1-42 o ABR3-42. Lineas
transgénicas en las que se expresd6 AB en neuronas glutamatérgicas mostraron
neurodegeneracion dependiente de la edad, los adultos de 7 dias mostraron hasta
75% de neurodegeneracion glutamatérgica (Treusch et al., 2011).

En un modelo de C. elegans con mutacion en APL-1, el cual es ortélogo de sAPPa,
la expresion del ectodominio de este revirtié letalidad en larvas (Hornsten et al.
2007). Por otro lado, Dostal y colaboradores, para saber si el estrés celular precede
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a la toxicidad de AP o es producto de ella, generaron una cepa de C. elegans en la
que la expresidon de AP esta restringida por la temperatura (cepa CL4176). Cuando
los animales se cambian a la temperatura permisiva, los niveles de AR aumentan

rapidamente y ocurre paralisis de manera progresiva (Dostal, V. et al., 2010).

1.7.5 Memoria asociativa en C. elegans

La quimiotaxis es una funcién observada en diversos organismos mediante la cual
estos detectan diferencias de concentracién de diferentes moléculas odorantes en el
ambiente para localizar fuentes de alimento, evitar sustancias nocivas y encontrar
pareja para la reproduccion. Uno de los primeros comportamientos sensoriales
examinados en C. elegans fue la quimiotaxis. El nematodo siente atraccién por una
variedad de compuestos que incluyen nucledtidos ciclicos, cationes, y extractos
bacterianos, y evita compuestos repelentes como CO2 y D-triptéfano (Luo, Y. et al.,
2010). La respuesta sensorial al olor en C. elegans esta mediada por la activaciéon
de neuronas sensoriales e interneuronas para estimular las neuronas motoras,
dando como resultado un comportamiento de atraccion y repulsion. El receptor de
olor candnico en los nematodos, el receptor de diacetilo, es producto del gen ODR-
10 y un miembro de una gran familia de receptores heterotriméricos acoplados a

proteina G (Sengupta, P et al., 1996).

Diferentes senales olfativas provocan distintas respuestas en el comportamiento de
C. elegans, las cuales pueden utilizarse en ensayos de comportamiento, como el de
memoria asociativa. Como paradigma de la quimiotaxis de memoria asociativa, el
estimulo condicionado es un estimulo odorante, y la fuente de alimento bacteriana
es el estimulo incondicionado (Wang, DY, 2006). Estudios han demostrado que los
mecanismos de memoria a corto plazo en C. elegans se conservan con organismos
superiores, ademas que puede aprender y formar memorias asociativas y no
asociativas, que duran hasta 24 horas, estableciendo aun mas a este organismo
como un buen modelo para estudiar la regulacion genética de la memoria asociativa
a corto y medio plazo. (Ardiel & Rankin, 2010; Kauffman et al., 2010). Luo Y y
colaboradores, empleando cepas transgénicas de C. elegans con expresion
inducible de AB en neuronas, observaron que estos organismos mostraron una

quimiotaxis deficiente para el atrayente benzaldehido (Luo Y et al., 2006). A su vez,
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otros autores han demostrado que la memoria a largo plazo en el nematodo
requiere tanto la transcripcion como la traduccidn, como es necesario para la
memoria a largo plazo en otros organismos mas complejos (Kauffman, et al., 2010;
Timbers & Rankin, 2011; Vukojevic et al., 2012).

1.8 Variantes del péptido beta amiloide como posible terapia

Hasta ahora la terapia farmacologica para la enfermedad de Alzheimer funciona
solamente para retrasar su progresion. Se ha propuesto el uso de péptidos como
posible terapia para la enfermedad de Alzheimer. Estudios empleando mutantes de
AB han destacado que la formacion de oligbmeros AB es muy sensible a la
sustitucién de un solo aminoacido lo cual conduce a un fenotipo diferente. Las
posibles estrategias terapéuticas basada en péptidos proviene de la identificacion de
una mutacién en el gen de APP, la cual resulta en una sustitucidon de alanina por
valina en el codon 673, en la porcion 2 N-terminal de la secuencia de A1 (Di Fede et
al., 2009). Esta variante (ABA2V) tiene un efecto negativo en la amiloidogénesis (Di
Fede et al.,, 2009; Giaccone et al., 2010). Se ha observado que gente que es
portadora en estado heterocigoto de la mutacion A2V no desarrollan sintomas de
Alzheimer. Aunque esta mutacién incrementa la posibilidad de que el A1 adopte una
configuracion estructural de hoja B, ademas de aumentar la formacién de
oligdmeros incrementando la neurotoxicidad, la interaccidén entre el péptido mutante
A2V y el silvestre impide la amiloidogénesis y neurotoxicidad consiguiente, lo cual
explica la ausencia de enfermedad en los portadores heterocigotos de A673V (Di
Fede et al., 2009; Giaccone et al., 2010).

En un antecedente directo, Estrada et al. en un modelo in vitro analizaron el papel
de los aminoacidos en la agregacion de AB; generaron las mutaciones K28A, A30W
y M35C y evaluaron la formacion de amiloide mediante microscopia de fuerza
atdmica y si los cambios en las propiedades de agregacién se correlacionan con los
cambios en la produccion de ROS vy la citotoxicidad de los péptidos (Estrada-R,
Zomosa-S et al., 2019).
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1.9 Visualizacion de AB mediante microscopia de fluorescencia

La identificacion de los depdsitos del péptido beta amiloide es una parte importante
de nuestro trabajo. Se pueden usar varios métodos de preparacion de tejidos,
tinciones histologicas y procedimientos inmunohistoquimicos para la deteccion del
amiloide. Existen métodos de visualizacion del beta amiloide basados en el uso de
compuestos que interactuan con la estructura del péptido (Link et al., 2001). El rojo
Congo vy la tioflavina S son las dos tinciones principales utilizadas para detectar
cualquier forma de amiloide. Estos compuestos se unen a la conformacién de hoja
plegada B caracteristica del amiloide. El desarrollo de estas metodologias ha
permitido caracterizar la morfologia de los depdsitos beta amiloide en modelos
murinos (Buttini et al., 2012). Trabajos previos han empleado la tioflavina S para

visualizar el depésito de oligdmeros de AB en C. elegans (Zhao et al., 2016).

Figura 8. Fotografia de microscopia de fluoresencia (Li, M., 2018).Visualizacion de depdsitos del péptido beta

amiloide en C. elegans mediante tincion con tioflavina S. Las flechas indican depdsitos del péptido.
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Capitulo Il.

Justificacion e hipétesis

2.1 Justificacion

La enfermedad de Alzheimer es la demencia mas comun y representa uno de los
grandes retos para los servicios de salud en el mundo. Los cambios demograficos
observados en paises desarrollados implican un aumento en la incidencia de la
enfermedad debido a mayor expectativa de vida. Una limitacion importante en los
modelos mamiferos usados para el estudio de la enfermedad de Alzheimer es el
costo y tiempo que requiere su manejo. C. elegans representa un modelo biolégico
ventajoso que permite el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la

patogenia de la EA.

2.2 Hipétesis
Las variantes del péptido A142 A30W, K28A y M35C tienen un efecto
neuroprotector y mejoran el fenotipo similar a la enfermedad de Alzheimer en el

nematodo Caenorhabditis elegans

Capitulo ll.
Objetivos

3.3 Objetivo general
Evaluar el efecto de los oligbmeros del péptido Ar42 silvestre y variantes para
preservar la funcién quimiotactica y motilidad en la cepa OH441 de Caenorhabditis

elegans.

3.4 Objetivos especificos

1) Estandarizar el modelo de C. elegans en el laboratorio.

2) Evaluar el efecto de los oligémeros del péptido beta amiloide silvestre y variantes
en la memoria asociativa de la cepa de OH 441 mediante un ensayo de quimiotaxis.
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3) Visualizar el efecto de los oligbmeros del péptido beta amiloide, silvestre y
variantes, mediante microscopia de fluorescencia, empleando tioflavina S como

tincion.

Capitulo IV.

Materiales y métodos

4.1 Equipo y material desechable

-Placas petri redondas 60 x 15 mm
-Placas petri cuadradas 120 x 120 mm
-Micropipetas: volumen de 1000 (1L, 200 1Ly 20 (L
-Puntillas para micropipeta

-Guantes desechables estériles
-Pipetas desechables, volumen 10 ml
-Portaobjetos

-Incubadora

-Mechero de Bunsen

-Balanza analitica

-Vortex

-Centrifuga

-Estereoscopio

-Microscopio de fluorescencia
-Espectrofotometro

-Campana de bioseguridad
4.2 Reactivos

NGM (nematode growth medium)

-1 M KPO4 buffer pH 6.0 (108.3 g KH2PO4, 35.6 g K2HPO4)
-1 M MgSO4

-Peptona, 2.5 g

-Agar, 3 g
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-NaCl, 5 g

-Agregar 1 L de agua
-Esterilizar en autoclave

-5 mg/ml colesterol en etanol

-Almacenar a 4°C

Buffer M9 1X

-17mM de fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4), 6 g

-23 mM de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4), 3.1 g
-86 mM cloruro de sodio (NaCl), 5 g

-1 mM sulfato de magnesio heptahidratado, 0.24 g

-Agregar un litro de agua y esterilizar la solucion en autoclave.

LB (medio Luria Bertani)

-1% Bacto Triptona

-0.5% extracto de levadura
-172 mM NacCl
-AjustarpHa 7.0

-Agregar 1 L de agua y esterilizar la solucion.

E. coli OP50

-La bacteria se almacena en viales a -80°C.

-Se retira un vial y se deja a temperatura ambiente.

-En condiciones estériles, se toma un volumen de aproximadamente 1 L de la
bacteria y se agrega este a un matraz con medio LB.

-Se coloca el matraz en agitacién a 37°C durante un periodo de 12-20 h

-Se realiza la lectura de densidad 6ptica mediante espectrofotometria, tomando
como valor de referencia ideal 2.2-2.5 para el ensayo de quimiotaxis.

-Se almacena el matraz con el medio LB inoculado a 4°C.

Placas NGM con op50

-En condiciones de esterilidad dentro de campana de extraccién se agregan 2.5 ml
de medio LB con E. coli OP50.

-se dejan secar y se almacenan a 4°C
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Péptido Al

-Variantes del Al142 A30W, K28A y M35C.

-Péptido A142 silvestre.

-Se realiza solucion del péptido en PBS con una concentracion de 1 mg/ml.

-se agrega el péptido en el medio LB con E. coli OP50 a una concentracion de 40
mM

4.3 Manejo de Caenorhabditis elegans

-El nematodo crece y se propaga en placas petri con medio NGM esteril.

-E. coli OP50: cepa mutante de la bacteria utilizada para alimentar al nematodo. Se

siembra 1.5 ml en cada placa petri para propagacién de 60 x 15 mm.

Cepa
e OH441: expresion pan neural del péptido beta amiloide.

Etapas del desarrollo de C. elegans

e Huevo
e Larva (L1-L4)

e Adulto (macho o hermafrodita)

Control de la temperatura: mantenimiento del nematodo a 20°C para crecimiento y

expresion del péptido B-amiloide.

Ciclo de vida a 20°C: 3 dias desde etapa de huevo -> L1-L4 -> adultos -> huevos.

Con una vida util de 2-3 semanas.

Descendencia: un gusano hermafrodita puede producir alrededor de 300 a 350

individuos bajo autofecundacion.

4.3.1 Sincronizacion de poblaciones del nematodo

Una caracteristica que hace de C. elegans un modelo atractivo para trabajar es la

posibilidad de obtener poblaciones de gusanos sincronizados en una etapa
especifica a través de un protocolo relativamente sencillo. La facilidad de
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mantenimiento y propagacion de este nematodo sumado a la posibilidad de
sincronizacion brindan una poderosa herramienta para obtener grandes cantidades
de gusanos. La técnica usada en este trabajo emplea un tratamiento con NaOH y
Cl, se utiliza para sincronizar cultivos de C. elegans en la primera etapa larvaria
(L1). El principio del método radica en el hecho de que los gusanos son sensibles al
NaOH, mientras que el huevo protege a los embriones (J. Cerodn et al., 2012).

El protocolo es el siguiente:

a. Permitir que los gusanos crezcan hasta la etapa adulta.
Recuperar adultos gravidos en tubos de 15 ml empleando 1 ml de
buffer M9.

c. Agregar 1.3 ml de hipoclorito de sodio y 650 [l de NaOH

d. Aplicar vortex durante 5 minutos, con pausas de 10 segundos cada
minuto

e. Centrifugar a 2000 r.p.m por un minuto.
Retirar sobrenadante y después agregar 5 ml de buffer M9

g. Repetir pasoseyfdeb5 a7 veces.

4.3.2 Propagacion de la cepa OH 441 para el ensayo de quimiotaxis

-La cepa se almacena en viales a -80°C.

-Se coloca un vial a temperatura ambiente hasta que se descongele, después se
retira el sobrenadante y se vierte el contenido del vial en una placa petri con NGM.
-Se realiza propagacion del nematodo a 20°C hasta tener 15 placas NGM con la
cepa.

-Se recupera la poblacién de cada placa para realizar el protocolo de sincronizacion
y obtener huevos.

-Depésito de los huevos en 30 placas NGM con 2x E. coli OP50.

-Después de un periodo de 24 h se agrega en el lado interno de la tapa de cada
placa petri 1 ('L de benzaldehido (15 placas tratamiento), asi como 1 L de agua
(15 placas control).

-Al transcurrir 24 h se retira el estimulo, cambiando las tapas de cada placa petri.

-Después de 48 h se procede con el ensayo de quimiotaxis.
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4.4 Ensayo de quimiotaxis

4.4.1 Placa para ensayo de quimiotaxis

-Se emplea una placa petri cuadrada de 120 x 120 mm con medio NGM sin
colesterol.

-La placa se marca con 5 lineas divisorias y se identifican dos extremos en la placa,
uno denominado el area control, en el cual se coloca 1 ul de la cepa OP50 de E.
coli., asi como 0.5 M de NaN (azida de sodio). En el otro extremo, llamado area de

tratamiento, se coloca 1 ul de benzaldehido, al igual que 0.5 M de NaN.

4.4.2 Conteo de gusanos y elaboracién de indice de quimiotaxis

-Después de un transcurso de 24 h se realiza el conteo manual de los gusanos bajo
el estereoscopio.

-Se genera un indice de quimiotaxis usando la siguiente formula:

Q= #gusanos en area tratamiento-#gusanos en area control/#gusanos totales

-Un puntaje mayor o igual que 1 es reflejo de una funcion de quimiotaxis conservada

o mejorada. Un puntaje negativo implica una funcién deteriorada, sin mejoria.

rnematodo |

area tratamiento area control

oo . .d- ; T
I

| e ! == E. coli OP50

1 Benzaldehido 1% | , !

1

L 05M | 0.5M

i NaN, ] | NaN

| R I, E S — A

Figura 6. Placa con medio NGM para ensayo de quimiotaxis. Se divide la placa en dos areas, una de
tratamiento donde se coloca 1 [l de la sustancia odorante, benzaldehido 1%, asi como azida de sodio 0.5 M; en

el otra area, control, se coloca 1 [l de E. coli OP50 y azida de sodio 0.5 M.
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4.5 Visualizacion del AT1 mediante microscopia de fluorescencia

4.5.1 Fijacion de C. elegans

-Se propago hasta tener cuatro placas de la cepa OH441

-Se colectaron los nematodos de cada placa con 1mL de buffer y se pasé a cuatro
tubos de 1.5mL a los que se aplicaron distintos métodos de fijacion:

1. Sin fijar. Se lavd dos veces con PBS y se decanté hasta dejar un volumen
pequefio. Se mont6d colocando 3 gotas con los gusanos en un portaobjetos y se
afadio medio de montaje/DAPI.

2. Fijacion con etanol. Se lavo dos veces con PBS. Se anadiéo 1 mL de etanol 70% y
se incubo6 durante 30 mins. Se centrifugd durante 2 min a 2000 r.p.m. y se decanto.
Se montd colocando 3 gotas en un portaobjetos y se afadid medio de
montaje/DAPI.

3. Fijacion con etanol + acetona. Se lavd dos veces con PBS. Se anadié 1 mL de
etanol 70% y se incub6 30 mins. Se centrifugé por 2 min a 2000 r.p.m. y se decanto.
Se anadié 1 mL de acetona y se incubo por 30 mins. Se centrifugd por 2 min a 2000
r.p.m. y se decanté- Se monté colocando 3 gotas en un portaobjetos y se afadio
medio de montaje/DAPI.

4. Fijacion con frio. Se lavé dos veces con PBS y se decantdé hasta dejar un
volumen pequefio. Se congeld el pellet de gusanos por 1 min y se incubd en frio
hasta su descongelacion. Se montd colocando 3 gotitas en un portaobjetos y se

afnadio medio de montaje/DAPI.

4.5.2 Tincién con tioflavina S

-Incubacién de cepa OH441 durante 24 horas con el péptido 40 WT.

-Recuperacion de los nematodos vy fijacién con etanol y acetona.

-Preparacién de solucion de tioflavina S al 0.125% en etanol 50%.

-Se agregaron 500 (L de tioflavina al tubo con nematodos fijados, después se
incubd durante 30 minutos.

-Lavado con etanol 50% hasta eliminar el exceso de tioflavina.

-Colocacién en portaobjeto con medio de montaje y cubreobjetos

-Se observo al microscopio de fluorescencia con objetivo de 64x
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Capitulo V.

Resultados

5.1 Crecimiento de C. elegans

La cepa OH441 se almacend a -80°C en viales con glicerol. El contenido del vial se
trasladé a una placa NGM. Se valoré la viabilidad de la cepa un par de horas
después de ser descongelada, observando gusanos en movimiento. Los gusanos
crecieron en incubadora a 20°C, temperatura a la cual fue propagada la cepa para
los ensayos posteriores. Se observé contaminacion bacteriana de algunas placas,
para lo cual realizamos el protocolo de sincronizacion de poblaciones, éste permite

obtener los huevos del nematodo sin organismos contaminantes.

Figura 7. Fotografia de microscopio estereoscépico de placa NGM con C. elegans donde se puede observar un

gusano viable después de ser descongelado.

Figura 8. Fotografia de microscopio estereoscépico de placa NGM con C. elegans. Se observa en el quinto dia

de crecimiento una mayor confluencia de gusanos, asi como contaminacién bacteriana.
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5.2 Ensayo de quimiotaxis

Empleamos esta metodologia para evaluar la capacidad de una cepa transgénica de
C. elegans que expresa el beta amiloide para generar memoria asociativa en
respuesta a un estimulo odorante, esto después de ser expuesto a variantes
peptidicas del All. Se realizé un ensayo de quimiotaxis (Margie et al., 2013) con la
cepa OH 441 después de exponer a los gusanos a los péptidos, tanto variantes
peptidicas como silvestre, a una concentracion de 40 mM. Se realizé una division de
las placas en 5 grupos, tres tratados con las variantes peptidicas (A30W, K28A,
M35C), un grupo tratado con el péptido silvestre (WT) y otro que no recibiod
tratamiento (NoTx). Se realiz6 un conteo de los gusanos después de haber
transcurrido 12 horas del ensayo, y en base a los resultados, se elabor6 un indice
de quimiotaxis, el cual se considera un reflejo de la funcién neuronal involucrada en

la adaptacién olfativa en C. elegans (Watanabe et al., 2019).

Un indice mayor o igual que uno indica una memoria asociativa respetada o
mejorada, un indice negativo, menor o igual que menos uno, representa un deterioro
de la funcion adaptativa del gusano. Las poblaciones que no recibieron exposicion al
péptido (No Tx) ni pasaron por entrenamiento (NE), es decir, que no recibieron el
estimulo odorante, obtuvieron el menor indice de quimiotaxis (-0.38) en relacion a
los demas grupos (Figura 9); estos ultimos no pasaron por el proceso de formacion
de la asociacion entre el estimulo odorante y el alimento. Las poblaciones de
gusanos entrenadas (E/K28A) que fueron expuestas a la variante peptidica K28A
mostraron el mayor indice de quimiotaxis (0.14) en relacién a los demas grupos. A
su vez, las poblaciones de gusanos tratados con el péptido K28A pero que no
recibieron el entrenamiento con el odorante (NE/K28A) obtuvieron un indice de -
0.125. Los nematodos entrenados que fueron tratados con la variantes M35C
(E/M35C) obtuvieron un indice de quimiotaxis de -0.21. Por otro lado, los gusanos
entrenados y expuestos a la variante A30W (E/A30W), presentaron un indice de -
0.02. Los nematodos que no recibieron entrenamiento y que a su vez si fueron
tratados con la variantes M35C (NE/M35C) obtuvieron un indice de quimiotaxis de
0.03. Por otro lado, los nematodos que no recibieron entrenamiento y que si fueron
tratados con la variante del péptido A30W (NE/A30W) obtuvieron un indice de
quimiotaxis de 0.05. Los grupos no entrenados y que recibieron tratamiento con las
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variantes M35C y A30W obtuvieron un indice de quimiotaxis menor que los grupos

que no fueron sometidos al entrenamiento.
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Figura 9. Resultados del ensayo de quimiotaxis. Se elaboraron indices de quimiotaxis a partir de los resultados
del ensayo. Un puntaje mayor o igual que 1 es reflejo de una funcion de quimiotaxis conservada o mejorada. Un
puntaje negativo implica una funcion deteriorada, sin mejoria. El péptido K28A, el cual contiene una sustitucion
de lisina por valina en el sitio 28 de la cadena aminoacidica, presentd una mejoria sobre la funcién de memoria
asociativa, reflejada en un mayor indice de quimiotaxis (0.14) en comparacién con las poblaciones que no fueron

tratadas con péptidos ni entrenadas.

5.3 Ensayo de fluorescencia

Para observar los depédsitos del beta amiloide en C. elegans empleamos un
protocolo de tincidn con tioflavina S. De esta manera se pueden detectar
visualmente cambios en la agregacion como respuesta a la exposicidbn a las
variantes peptidicas; para el cual, primero realizamos la fijacion de los gusanos.
Para lograr la internalizacion de la tioflavina S en el nematodo utilizamos un

protocolo para permeabilizar la cuticula.
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Se compararon cuatro métodos distintos de fijacion utilizando el compuesto DAPI
como marcador fluorescente. Los nematodos sin fijar mostraron poca o nula senal
de DAPI indicando una pobre internalizacién del reactivo debido a la cuticula. Los
tres métodos de fijacion permitieron la internalizacion de DAPI, sin embargo, el
método de frio solo mostré sefial en un porcentaje bajo de la poblacion de
nematodos. Por lo tanto, los métodos de fijacion por etanol o por etanol y acetona

son los mas adecuados.

Fijacion con etanol y
Fijaciéon con etanol acetona

Fijacion con frio Sin fijar

e

Figura 10. Microscopia de fluorescencia de C. elegans. Comparacion de distintos métodos de fijacion, con
etanol; con etanol y acetona; con frio y sin fijar. Los nematodos sin fijar mostraron poca o nula sefial de DAPI.

Los métodos de fijacion con etanol o con etanol y acetona mostraron una mayor internalizacién del marcador.

5.4 Prueba con Tioflavina S

Para este ensayo se empledé el método de fijacién con etanol y acetona,
mencionado anteriormente. Se observé internalizacion de la tioflavina S en el
nematodo. Se puede observar fluorescencia a lo largo de todo el cuerpo del gusano

(Figura 10). La cuticula es un tejido compuesto principalmente de colageno, el cual
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cubre al nematodo y le brinda proteccion al medio ambiente. La impermeabilidad
que confiere la cuticula hace que la tincion con tioflavina S pueda ser complicada.

A partir de estos resultados hemos establecido las bases para realizar ensayos de
fluorescencia de trabajos posteriores. Observar el patron de agregacién del péptido
beta amiloide dentro del nematodo permitira establecer una correlacién entre el
fenotipo y el grado de agregaciéon del amiloide, y si existen diferencias de
agregacion entre la cepa silvestre y las mutantes. El estudio del empleo de las
variantes peptidicas como posible terapia en C. elegans requiere de la visualizaciéon
de los péptidos dentro del gusano para comprobar que en realidad hayan tenido un

efecto significativo en el organismo.

50 pm

Figura 11. Microscopia de fluorescencia de C. elegans. Se realiz6 la fijacion de los nematodos con etanol y
acetona, posteriormente un método de internalizacion de la tioflavina S, lo cual permitid la tincion del péptido Al1.

Se observaron los depdsitos del péptido Al1 como sefales fluorescentes a lo largo del nematodo.

Capitulo VI.
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Discusion

El nematodo C. elegans ha demostrado ser un sistema in vivo ventajoso para
estudiar los efectos del beta amiloide neurotéxico. Dado que el AB agregado es
toxico para las neuronas y causa paralisis muscular en C. elegans, las moléculas y
vias involucradas en la formacion y el desensamblaje de los agregados de AB se
pueden identificar en este modelo. Se han generado diversas cepas transgénicas en
las que el péptido AB humano se expresa en todas las células, en neuronas, o en

células musculares (Treusch et al., 2011).

La quimiotaxis es una funcion de diversos organismos mediante la cual estos
detectan diferencias de concentracién de diferentes moléculas odorantes en el
ambiente para localizar fuentes de alimento, evitar sustancias nocivas y encontrar
pareja para la reproduccion. Esta funcion ha sido utilizada para evaluar la funcion
neuronal en C. elegans en diversos contextos (Watanabe et al., 2017). Empleamos
esta metodologia para evaluar la capacidad de una cepa transgénica de C. elegans
que expresa el beta amiloide para generar una memoria asociativa en respuesta a

un estimulo odorante, esto después de ser expuesto a variantes peptidicas del AT.

Existen trabajos en los que se ha investigado el uso de variantes del péptido AL
como una posible terapia para la enfermedad de Alzheimer (Matharu B et al., 2010).
Zhao et al. evaluaron el efecto del tratamiento con péptidos sobre el fenotipo de
toxicidad en un modelo transgénico de C. elegans, evaluando la funcidn
quimiotactica del nematodo (Zhao et al., 2016). Estrada y colaboradores, empleando
un protocolo de tincion con Tioflavina S, observaron que la mutante A30W exhibio
una menor capacidad para formar agregados de tipo amiloide, en comparacién con
el péptido WT. Ademas, esta variante actu6 como inhibidor de la agregacion y
presentd aclaramiento de estructuras similares a amiloides formadas previamente
(Estrada-R, Zomosa-S et al., 2019).

Por nuestra parte, y siguiendo la linea de investigaciéon de trabajos anteriores de

nuestro laboratorio, utilizamos las variantes peptidicas K28A, A30W y M35C. Estas
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variantes presentan sustituciones aminoacidicas puntuales. Este cambio en la
secuencia aminoacidica de los fragmentos A[] ocasiona una interferencia en la
agregacion del amiloide y, por lo tanto, en la formacion de oligdbmeros toxicos.
Hayden et al.,, empleando mutantes de AP, observaron que la formacion de
oligdbmeros de AR toxicos es muy sensible a sustitucién de un solo aminoacido, lo

cual conduce a un fenotipo no patogénico (Hayden et al., 2017).

De nuestros resultados, destaca el péptido K28A, el cual contiene una sustitucién de
lisina por valina (K28A) en el sitio 28 de la cadena aminoacidica, presentando una
mejoria sobre la funcidn de memoria asociativa de C. elegans, reflejado en un
mayor indice de quimiotaxis en comparacion con las poblaciones que no fueron
tratadas con péptidos ni entrenadas. Los residuos de lisina (K28) juegan un papel
critico en el autoensamblaje de AB42. Simulaciones de dinamica molecular han
destacado que esta mutacion puntual provoca cambios estructurales importantes en
el mondmero AB42, aumentando el contenido de estructuras hélice y disminuyendo
el contenido de hojas beta (Goyal, B. ,2019).

Como ya ha sido reportado antes, la toxicidad del péptido beta amiloide esta
correlacionada con su secuencia y estructura (M Q Liao et al., 2007), por lo que el
cambio en la secuencia de K28A puede estar implicado en la preservacion de la
memoria asociativa de los nematodos que fueron expuestos a esta variante. Esto
ultimo puede verse reflejado en nuestros resultados como una disminucién de la
agregacion en los nematodos que fueron tratados con el péptido, permitiendo la
generacion de memoria asociativa en el gusano. Por otra parte, los grupos no
entrenados y que recibieron tratamiento con las variantes M35C y A30W obtuvieron
un indice de quimiotaxis menor que los grupos que no fueron sometidos al
entrenamiento. Estos resultados contrastan con el trabajo de Xue-Ling et al,
quienes reportaron una atenuacion en la toxicidad de la variante de AB40 con la
sustitucion M35C, asi como de Butterfield et al., los cuales observaron que el
aminoacido M35 tiene un rol importante en la citotoxicidad del péptido al asociarse
con el estrés oxidativo, y que un estado oxidado de M35 tiene un efecto en la
toxicidad y agregacion del beta amiloide (Butterfield et al., 2002). Es importante

volver a realizar el ensayo con un mayor numero de repeticiones para corroborar
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estos resultados y comprobar si el tratamiento con nuestros péptidos tiene influencia

en la toxicidad celular.

Capitulo VILI.

Conclusiones

Se han establecido las condiciones para trabajar con el modelo biolégico
Caenorhabditis elegans. Se realiz6 un ensayo de quimiotaxis para valorar el efecto
que tienen las variantes del péptido beta amiloide sobre la funcibn de memoria
asociativa en el nematodo. El péptido K28A presenté una mejoria sobre la funcion
de memoria asociativa durante el ensayo de quimiotaxis comparado con los demas
grupos. Esto ultimo puede verse reflejado en una disminucion de la agregacion en
los nematodos que fueron tratados con el péptido. Por otro lado, las variantes AS0W
y M35C no mostraron un efecto en la memoria asociativa del nematodo. Pese a que
se recomienda aumentar el numero de ensayos para corroborar estos hallazgos,
podemos decir como conclusiones preliminares que la variante peptidica K28A
presenté una mejoria en la adaptacion olfatoria de C. elegans, reflejada en el indice
de quimiotaxis. Por otro lado, se ha logrado visualizar la internalizacién de los
péptidos dentro del nematodo, esto es indispensable para comprobar el efecto de
estos en la funcion neuronal y muscular, asi como para establecer una correlacién
entre el grado de agregacion del péptido beta amiloide y el fenotipo de cada cepa.
Lograr esto es muy relevante debido a que se favorece el empleo de ensayos de

fluorescencia en futuros experimentos.

Capitulo VIII.
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Perspectivas

Algunas de las perspectivas del presente trabajo son:

1) Aumentar el numero de repeticiones del ensayo de quimiotaxis y fluorescencia.

2) Emplear distintas cepas del nematodo con otros fenotipos. Esto permitira
diversificar el modelo y poder estudiar una mayor cantidad de variables.

3) Comparar el ensayo de quimiotaxis utilizado con otros reportados por demas
autores. En este trabajo empleamos un método de quimiotaxis, sin embargo, es
importante comparar los resultados obtenidos con otros métodos.

4) Evaluar el peso molecular de los agregados presentes en C. elegans en
respuesta al tratamiento con las variantes peptidicas. De esta manera podemos
hacer una asociacion entre la funcion neuronal preservada y la cantidad de péptido
agregado.

5) Comparar resultados de los ensayos de memoria en C. elegans con ensayos en

un modelo murino.

Capitulo IX.
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