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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es resultado de la combinacion de factores
genéticos y epigenéticos, siendo la deshomeostasis del metabolismo de la glucosa,
la neuroinflamacién y la agregacion de la proteina B-amiloide (BA) caracteristicas
patolégicas que afectan areas cerebrales relacionadas con el aprendizaje y la
memoria. En la EA se ha observado que existe un estado de hipometabolismo a
nivel cerebral que puede contribuir a la agregacién andmala de la proteina BA lo que
ocasiona reacciones metabdlicas oxidantes, lo que podria estar relacionado con el
aumento de células microgliales y neuroinflamacién. Se ha propuesto que el
metabolismo de la glucosa, dependiente del pirofosfato de tiamina (PPT, por sus
siglas en inglés), es afectado por la disminucién de las enzimas encargadas de su
forma funcional. Existen farmacos capaces de suplir el-déficit de PPT como es el X-
2 (clorhidrato de PPT) que puede funcionar como un agente neuroprotector a nivel
cognitivo y neurometabdlico. En este estudio administramos PPT por medio de una
bomba de infusién subdérmica en el ratén triple transgénico para la EA (3xTg-AD)
y se evalud su efecto sobre el desempefo conductual en tareas dependientes del
hipocampo como el nesting y el laberinto acuatico de Morris (LAM). A nivel
histopatoloégico se evaluaron la cantidad de microglia y la acumulacion de BA total
(Iba-1, BAM10) en el subiculum y el CA1 hipocampal por medio de analisis
inmunohistoquimico. Se trataron dos grupos de animales 3xTg-AD: uno con X-2 (TG
PFT) y otro con vehiculo (TG VHCL), comparados con dos grupos control de no
transgénicos (NoTG PFT, NoTG VHCL) bajo los mismos tratamientos. Los
resultados neuroanatomicos mostraron en el grupo TG PPT que hubo una menor
acumulacion de BA total en ambas areas estudiadas en comparacién con el grupo
TG VHCL. En las observaciones conductuales también se observ6 una tendencia al
retraso del déficit cognitivo en la prueba de nesting y durante la fase de adquisicion
en la prueba del LAM en el grupo TG PPT. Este trabajo contribuye al estudio del
efecto de farmacos que pueden mejorar el estado metabdlico y por consecuencia
tener una funcién neuroprotectora.

Palabras clave: Pirofosfato de tiamina, neuroproteccidon, estrés nitro-oxidativo,
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the result of the combination of genetic and epigenetic
factors, with glucose metabolism dehomeostasis, neuroinflammation and
aggregation of the B-amyloid protein (BA) pathological characteristics that affect
brain areas related to Learning and memory. In AD it has been seen that there is a
state of hypometabolism at the brain level that can contribute to the abnormal
aggregation of the BA protein which causes oxidative metabolic reactions, which
could be related to the increase of microglial cells and neuroinflammation. It has
been proposed that thiamine-dependent glucose metabolism is affected by the
decrease in enzymes such as thiamine phosphokinase 1 _(TPK1), which is
responsible for the functional formation of thiamine, thiamine pyrophosphate (PPT).
There are drugs capable of supplying the deficit of PPT.such as X-2 (thiamine
pyrophosphate hydrochloride) that can function as.a neuroprotective agent at a
cognitive and neurometabolic level. In this study, we administered PPT by means of
a subdermal infusion pump in the triple transgenic mouse for AD (3xTg-AD) and its
effect on behavioral performance in hippocampus-dependent tasks such as nesting
and the Morris water maze was evaluated. At the histopathological level, the amount
of microglia and the amount of ‘total BA (Iba-1, BAM10) in subiculum and
hippocampal CA1 were evaluated by immunohistochemical analysis. It is treated in
two groups of 3xTg-AD animals: one with X-2 (TG PPT) and one with vehicle (TG
VHCL), compared with two'non-transgenic control groups (NoTG PPT, NoTG VHCL)
under the same treatments. The results obtained at a neuroanatomic level that the
TG PPT group had a lower risk of total loss of BA in total areas studied compared to
the TG VHCL group, a behavioral level also found a tendency to delay the cognitive
deficitin the test of nesting and during the acquisition phase of the LAM test in the
TG PPT group. This work contributes to the study of the effect of drugs that can
improve metabolic status, consequently having a neuroprotective function.
Keywords: thiamine pyrophosphate, neuroprotection, nitro-oxidative stress,

neuroinflammation, Alzheimer's disease, hippocampus.
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I. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo
progresivo, irreversible, clasificado como una demencia asociada a la edad, que por
el movimiento en los cambios demograficos etarios, promete ser una carga
econdmica a nivel global. Los desafios principales en la actualidad incluyen la falta
de biomarcadores confiables para su diagnéstico temprano, asi como la falta de
estrategias y tratamientos preventivos (Invernizzi et al., 2017; Mangialasche,
Solomon, Winblad, Mecocci, y Kivipelto, 2010; Berk, Paul, Sabbagh, 2014).

Por otro lado, la ciencia ha avanzado en la comprension de la patogénesis
definiendo la EA como un sindrome multifactorial que se caracteriza por lesiones
neuropatologicas que incluyen la formacion de placas causadas por la deposicion
de los oligobmeros toxicos de la proteina B-amiloide (BA) y por los ovillos
neurofibrilares (ONFs) ocasionadas por modificaciones anormales de la proteina
tau, lo que provoca la pérdida de sinapsis, la muerte neuronal, ademas de gliosis
reactiva, neuroinflamacion y alteracién de las células microgliales (Rodriguez,
Witton, Olabarria, Noristani, y Verkhratsky, 2010) en areas involucradas con el
aprendizaje y la memoria, como la corteza y el hipocampo (Goedert y Spillantini,
2006; Barrow y Small, 2007).

Sin embargo la evidencia experimental y clinica también ha sugerido que las
manifestaciones de la EA no se restringen unicamente al sistema nervioso central
(SNC), si no que la patologia también tiene una vinculacion con alteraciones
sistémicas o compartidas como la alteracion del metabolismo de la glucosa a nivel
somatico y central que se sabe precede a sintomas clinicos y la atrofia cerebral y
puede manifestarse incluso durante décadas (Kennedy et al., 1995; Herholz, Carter,
Jones, 2007; Mosconi, Pupi, y De Leon, 2008).

En el cerebro la tiamina es critica para el metabolismo de la glucosa como
cofactor de varias enzimas limitantes del ciclo de Krebs y la ruta de las pentosas
encargadas de regular el metabolismo energético. Aunado a esto investigaciones
epidemiolégicas también han demostrado que la EA esta asociada con una

deficiencia de tiamina y la alteracién de procesos dependientes de tiamina en el
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metabolismo de la glucosa (Mastrogiacomo, Lindsay, Bettendorff, Rice, y Kish,
1996; (Glaso, Nordbo, Diep, y Bohmer, 2004; Gibson y Blass, 2007).

Por otro lado la neuroinflamacién en la patologia, representada por un
aumento en la cantidad de células microgliales, que inducen la produccién de
factores como oxido nitrico (NO), especies reactivas a oxigeno (EROs), citocinas
proinflamatorias y prostaglandinas, pueden promover la aceleracion de la
neurodegeneracion (Akiyama et al., 2000; Kitazawa et al., 2004). Estos factores,
pueden alterar la actividad en terminales nerviosas causando la disfuncién y la
pérdida de sinapsis (Rodriguez, Witton, Olabarria, Noristani y Verkhratsky, 2010),
que tiene relacion con la disminucion de la memoria en la EA (Agostinho, Cunha'y
Oliveira, 2010). Asimismo, se ha reportado que la deficiencia de tiamina puede
causar muerte neuronal selectiva, inflamacion y. activacion glial anormal,
caracteristicas de enfermedades neurodegenerativas como la EA. También se sabe
que el déficit de tiamina aumenta la actividad de la B-secretasa cerebral por lo que
se exacerba la deposicion de BA en modelos de raton transgénicos para la EA
(Karuppagounder et al., 2009). Sin embargo, la interaccién de la microglia en
respuesta a BA, no ha sido estudiada por completo (lll-Raga et al., 2010).

Lo anterior propicia el estudio de farmacos, que sean capaces de funcionar
como neuroprotectores, rescatando, recuperando y/o regenerando las funciones
neuronanales en modelos in vivo que simulan caracteristicas neuropatologicas de
la EA como lo es el raton 3xTg-AD (Oddo et al., 2003), el cual es una estrategia
prometedora para el tratamiento y la comprensién de mecanismos en la EA (Choi
et al., 2010; Beck et al., 2015). Este modelo que desarrolla la patologia de manera
progresiva (en-etapas asintomatica, pre y sintomatica), permite hacer intervenciones
para el estudio de factores como la pérdida de la homeostasia en el SNC y la
neuroinflamacién (Cole et al., 2010; Tramutola, Lanzillotta, Perluigi, y Butterfield,
2016).

En este estudio administramos el farmaco X-2, compuesto por clorhidrato de
pirofosfato de tiamina, que representa la forma activa de la vitamina B1, que es un
cofactor necesario en el metabolismo de la glucosa y por ende para la produccion

de energia, para observar su efecto neuroprotector sobre la acumulacién de BAy la



cantidad de microglia en las areas cerebrales de interés relacionadas con el
aprendizaje y la memoria. Este X-2 se adminitrd en ratones hembras de 9 meses de
edad (m.d.e.) del modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-
AD), y en donde se evaluaron el desempefio conductual en una tarea innata
(construccion del nido, nesting) y una tarea de referencia espacial (Laberinto
Acuatico de Morris, LAM). En estos ratones, se estudiaron con técnicas de histologia
por inmunohistoquimica, en subiculum y CA1 hipocampal, la cantidad de microglia
y la acumulacién de BA total (Iba-1, BAM10). Se trataron dos grupos de animales
3xTg-AD: uno con X-2 (TG PPT) y otro con vehiculo (TG VHCL), comparados con
dos grupos control de no transgénicos (NoTG PPT, NoTG VHCL) bajo los mismos
tratamientos. El analisis densitométrico, revel6 que los animales del grupo TG PPT
tuvieron menor acumulacion significativa de BA total en ambas areas estudiadas en
comparacion con el grupo TG VHCL. Ademas a nivel conductual también se observé
una tendencia al retraso cognitivo en la prueba de nesting y durante la fase de
adquisicién de la prueba del LAM. Este trabajo contribuye al estudio del efecto de
farmacos multifuncionales, que pueden mejorar el estado metabdlico y por
consecuencia tener una funcién neuroprotectora, como el PPT, considerando que
este tratamiento pudiera tener un efecto en la disminucion de la pérdida de la
homeostasis del metabolismo cerebral en la EA, y asi mismo contribuir al

descubrimiento de otros mecanismos patolégicos que participan por vias alternas.

Il. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La EA es un padecimiento neurodegenerativo, progresivo e irreversible, clasificado
como una demencia dependiente de la edad que afecta individuos de la poblacion
que se encuentran entre los 65 y 85 afos, ocasiona un fuerte deterioro cognitivo
que tiene como consecuencia la pérdida de la memoria y las aptitudes del
pensamiento, ademas de signos como problemas de lenguaje, desorientacion y
comportamiento impredecible, que complican e impiden la realizacion de la vida

diaria de los afectados (Prince, 2015). Dado que la poblacion cada vez tiene una



mayor expectativa de vida, los casos de Alzheimer se multiplican continuamente no
s6lo en México sino alrededor del mundo (Swomley et al., 2014).

Cifras mundiales sugieren que existen cerca de 47.5 millones de pacientes
con demencia, y segun la Organizacion Mundial de la Salud se registran 7.7 millones
de casos nuevos cada afo (Prince, Albanese, Guerchet y Prina, 2014). En México
el Instituto Nacional de Geriatria estima que 800,000 personas estan afectadas por
algun tipo de demencia, siendo la EA la causa mas comun, acaparando entre un
60% y 70% de los casos (Gutierrez-Robledo y Arrieta-Cruz, 2015).

La EA fue clinicamente descrita por el psiquiatra Alois Alzheimer en 1906,
quién reportd el caso de su paciente August Deter de 51 afios de edad que
presentaba signos de deterioro cognitivo y dificultad para“ recordar cosas
recientemente aprendidas. En un andlisis post-mortem de su cerebro, el Dr.
Alzheimer describié por primera vez las lesiones histopatolégicas clasicas de la
enfermedad (Fig. 1) que ahora conocemos, como las placas B-amiloide (BA) y los
ovillos neurofibrilares (ONFs) de la proteina tau (Alzheimer, 2006).

Actualmente la enfermedad de Alzheimer se define como un continuo
bioldgico caracterizado por anomalias proteinicas caracteristicas que pueden ser
diagnosticadas en pacientes in vivo por medio de biomarcadores especificos de
neurodegeneracion como el sistema AT(N), por la amiloidosis, la taupatia, y la
concerniente neurodegeneracion, aunque esto no significa que no haya influencia
de otros trastornos, ni que estas proteinas sean las causantes de la enfermedad,
sino que es un proceso patolégico que se desarrolla en un continuo multifactorial lo
que puede en conjunto conducir a la demencia y mas especificamente a una
demencia amnésica multi-dominio de tipo Alzheimer, que puede o no presentar
sintomas de deterioro cognitivo pero que sélo es confirmada con evaluaciones del
tejido cerebral post mortem (Jack et al., 2018).

Ambas proteinas, BA y tau, se han relacionado con otros padecimientos
donde debido a la alteracion genética se genera una sobreexpresion, acumulaciéon
o desarreglo de éstas, dando lugar a discapacidades cognitivas variables y una
patologia similar a la EA (Goate et al., 1989; Cole et al., 2010).



Naturalmente la proteina tau forma parte del citoesqueleto y esta asociada a
los microtubulos, su funcidbn es fundamental para mantener las neuronas
morfologicamente estables. Se ha sugerido que la contribucién de esta proteina a
la patologia de la EA depende por un lado, del desprendimiento de tau de los
microtubulos después de la hiperfosforilacion por las cinasas GSK-33 y Cdk5 con
su subunidad p25 lo que provoca su desarreglo y acumulacién en ONFs (Fig. 2), y
por otro lado de mutaciones o cambios postraduccionales que ocasionan deterioro
en la funcién microtubular y del transporte axonal (Jaworski,2010; Medina y Avila,
2014).

Ademas, en esta enfermedad se observa también atrofia cerebral, pérdida de
neuronas, angiopatia amiloide y otras lesiones moleculares relacionadas al dafo
oxidativo e inflamatorio, que conducen a disfuncién sinaptica en areas cerebrales
relacionadas con el aprendizaje y la memoria como la corteza y el hipocampo. (Cole
et al., 2010; Querthfurth y La Ferla 2010).

Figura 1. Lesiones histopatolégicas de la enfermedad de Alzheimer. Placas amorfas de A
con neuritas distréficas (flechas amarillas) (a). Ovillo neurofibrilar (b). Placa amiloide tefiida
con anti-BA (rojo) e Iba-1 (verde) (c). La barra en cada imagen equivale a 40pum. Tomado
de O’Brien y Wong (2011).
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Figura 2. Representacion de la hiperfosforilacion de la proteina tau y formacion de marafas
neurofibrilares a partir de su desestabilizacion por las cinasas (GSK-3p; glicbgeno sintasa
3 y Cdk5/p25; dependiente de ciclasa 5 y su subunidad). Modificado de Querthfurth y La
Ferla (2010).

1.2 Hipdtesis de la cascada amiloide y BA
A partir de multiples estudios realizados para descubrir la problematica central de la
EA, Hardy y Higgins propusieron el mecanismo de "la hipétesis de la cascada
amiloide" en la que se asume que la deposicion de la proteina BA en forma de
placas, es el agente causativo y principal disparador de otros elementos de la
patologia como la pérdida neuronal, el dafio vascular y las alteraciones de la
proteina tau que promueven la neurodegeneraciéon (Hardy y Higgins, 1992; Hardy y
Selkoe, 2002).

En el organismo, la proteina BA es expresada regularmente en todos los

tejidos y fluidos bioldgicos (Glabe y Bush, 2007) como producto de la proteina
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precursora amiloide (PPA), una proteina transmembranal enzimaticamente
procesada por 3 secretasas; la a, B y y (Fig. 3), que produce principalmente dos
fragmentos de BA por la via amiloidogénica en el cerebro. El fragmento de BA-42
representa del 5 al 10% de la cantidad total de proteina producida, asimismo es el
relacionado con la EA por su capacidad de agregarse en fibrillas amiloides que mas
tarde se acumulan en placas (Gouras et al., 2000). La agregacion de BA depende
de varias fases, entre las cuales se encuentran la nucleacion y la elongacién que
conllevan a la formacién de diferentes especies amiloides como mondmeros,
oligbmeros, protofibrillas y fibrillas insolubles (Mohamed, Cortez, y de Chaves,
2011).

Por otro lado, en muestras de cerebros de pacientes con EA, se ha
demostrado que BA se encuentra asociada a elementos macromoleculares como
glucosaminoglucanos, lipidos de la membrana celular, otras proteinas y de manera
importante a iones metalicos que pueden influiren la agregacién amiloide y provocar

efectos toxicos (Thinakaran y Koo, 2008; Cole et al., 2010).

Via no amiloidogénica Via amiloidogénica

> A e R—

PPASP

p3
BA
- ¥- secretasa

a-secretasa

PPA a-CTF

Figura 3. Procesamiento enzimatico de la proteina precursora amiloide (PPA). A la
derecha, la escision de a-secretasa en PPA inicia el procesamiento no amiloide seguido del
corte de la y secretasa (via no amiloidogénica). A la izquierda, el procesamiento
amiloidogénico de PPA que implica la escision de la B-secretasa seguido por el de y-
secretasa (via amiloidogénica). Modificado de O’Brien y Wong (2011).
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Il. 3 B-amiloide y cobre

Existen varios trabajos de investigacién en los que se plantea que los metales
endoégenos como cobre (Cu), fierro (Fe) y zinc (Zn) estan involucrados de alguna
manera como factores o cofactores en la etiologia de la EA (Barnham, Masters, &
Bush, 2004), y en congruencia con esto, se ha demostrado que la asociacion de
dichos iones metalicos con la proteina BA se ve implicada en la progresion y el
desarrollo de la patologia (Lovell, Robertson, Teesdale, Campbell y Markesbery,
1998). En especial, el Cu tiene una fuerte afinidad de unién a PPA y BA, y se ha
planteado que su presencia puede facilitar la produccion y agregacién de BA en el
cerebro (Bush, 2003; Tougu et al., 2008).

Este metal es un micro-elemento esencial para mecanismos enzimaticos en
el metabolismo cerebral (Donnelly, Xiao, y Wedd, 2007), presente en diferentes
concentraciones y formas quimicas, el Cu es estrictamente regulado por proteinas
chaperonas, que establecen y mantienen la homeostasis de este metal asegurando
su distribucién en blancos celulares especificos ademas de regular su estado de
oxidacion (Johnson y Giulivi, 2005).

Entre un 85 a 95% del Cu circulante en la sangre esta unido a ceruloplasmina
y el restante corresponde a Cu libre de bajo peso molecular no unido a proteinas,
que puede llegar a traspasar la barrera hematoencefalica. Ademas, funciona como
cofactor de enzimas como la citocromo ¢ oxidasa y de la Cu,Zn-superédxido
dismutasa, que desempefan papeles clave en el transporte de electrones y median
la respuesta celular al estrés oxidativo (Squitti, 2014).

Las observaciones experimentales, clinicas y epidemiologicas en trastornos
neurodegenerativos como la EA han demostrado que existe un vinculo entre la
homeostasis de iones metalicos gravemente desregulada y la patologia neuronal
selectiva que puede ser ocasionada por una facilitacion de la agregacion de

amiloides por metales (Lovell et al., 1998; Zatta et al., 2009).

1.4 Neuroinflamacion; interaccion microglia- BA
La neuroinflamacién en la EA se puede definir como un cambio en el numero de

células microgliales (Rodriguez et al., 2010), que inducen la produccion de factores
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como NO, EROs, citocinas pro-inflamatorias y prostaglandinas que promueven la
neurodegeneracion (Fig. 4), (Mangialasche et al.,, 2010; Akiyama et al., 2000;
Kitazawa et al., 2004).

La microglia regulan la respuesta inmune y su homeostasis (Streit, 2002;
Hanisch y Kettenmann, 2007). Sin embargo, cuando se pierde la homeostasis por
una lesién o enfermedad, la microglia adquiere un estado “activo” y una morfologia
“ameboide” acompanada de cambios en la expresion génica y por tanto, cambios
funcionales (Hanisch y Kettenmann, 2007; Huh et al., 2003; Kreutzberg, 1996). El
proceso de activacion de la microglia le permite adquirir diversos fenotipos
asociados a la proteccion o a la citotoxicidad (Schwartz, Butovsky, Briick y Hanisch,
2006). La diversidad de fenotipos de la microglia aun sigue siendo controversial. Sin
embargo, actualmente existen dos postulados aceptados: el estado de activacidon
alternativo (M2) y el clasico (M1); el primero, se ha asociado a la neuroproteccion
del SNC, ya que induce la liberacion de citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-
10 que participan en inhibir la inflamacién y en promover la capacidad fagocitica de
la microglia (Cherry, Olschowka, y O’Banion, 2014). Mientras que el segundo tipo
por actividad clasica o M1 responde a LPS, IFNy, PMAPs y PMADs (patrones
moleculares asociados a patégenos y a dafio), produciendo una respuesta
inflamatoria masiva en la que se libera IL-1B, IL-12 y TNF- a y regula la expresion
de iINOS (Calsolaro y Edison, 2016; Venegas y Heneka, 2017).

Se sabe también que la microglia responde a moléculas enddégenas
relacionadas con células necroticas y moléculas derivadas de mecanismos
protectores patogénicos por medio de TLRs (Tool Like Receptors). TLR6, TLR4 y
TLR2 reconocen a la proteina BA (Akira, 2003; Glass, Saijo, Winner, Marchetto y
Gage, 2010) y activan vias de NF«xB (factor nuclear kappa B) y MAPk (cinasas
activadoras de mitdgenos) lo que da lugar a dos eventos fundamentales: la
produccion de diversas citocinas pro y anti-inflamatorias, ademas de factores de
transcripcion, incluyendo IL-1, TNF-q, IL-6, IL8 e IFN-y y como segundo evento la
activacion de MCP-1 (proteina quimio atrayente de monocitos 1) que tiene como
objetivo principal reclutar y llamar a células gliales como los astrocitos. También

como parte del proceso en conjunto se transcribe y se expresa iINOS que produce



NO e influye en la motilidad celular, fagocitosis, muerte celular y presentacion de

antigenos, y asimismo en el dafio nitro-oxidativo (Akiyama et al., 2000).

40 - [ ] Control
* B 3x7g-AD

*

Densidad IR-MAC-1 {(mm? )
3
L

12

Edad {meses)

Figura 4. Aumento de la cantidad de células microgliales. Incremento en la densidad celular en mm?
de microglia activada detectada con el anticuerpo MAC-1 que reconoce al antigeno CD11b (integrina
alfa M de la microglia) en la regiéon de CA1 hipocampal (a). Imagenes confocales de la
inmunoreactividad de (MAC-1) microglia activada (verde) junto con placas de la proteina BA (rojo)
en la region de CA1 del hipocampo de ratones 3xTg-AD de 18 m.d.e (b,c). Modificado de Rodriguez
et al. (2010).

Asimismo se ha reportado que la neuroinflamacion y la produccion crénica
de citocinas pro-inflamatorias y otras moléculas derivadas de la activacion microglial
pueden contribuir a la neurodegeneracion e incluso participar en la agregacion de
BA en placas (Zilka, Ferencik y Hulin, 2005), lo que sugiere que la neuroinflamacion
es un proceso importante que forma parte del circulo vicioso de la agregacion de la
proteina BA, el dafio neuronal, el estrés nitro-oxidativo y la muerte celular en las
enfermedades neurodegenerativas y especificamente en la EA (Calsolaro y Edison,
2016) .

Sumado a lo anterior varios trabajos donde usan el ratén transgénico para la
enfermedad de Alzheimer 3xTg-AD reportan un aumento significativo en la cantidad
de células microgliales alos 12 y 18 m.d.e. en comparacion con los no transgénicos
y los transgénicos de edades mas cortas, ademas relacionan el aumento con las
placas de BA con dicho aumento celular, concluyendo que la patologia de la EA

desencadena una reaccion microglial compleja donde en etapas iniciales de la EA
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se puede observar el aumento de células ramificadas que con el envejecimiento y

avance de la enfermedad cambian su morfologia (Rodriguez et al., 2010; 2013).

11.5 Neuroproteccion en la EA

Las demencias son una de las crisis de salud publica prevalecientes en la actualidad
el numero de personas que padecen demencia es considerable, y estos numeros
continuaran aumentando debido a los cambios demograficos de la poblacién a
edades mas avanzadas y los aumentos en la salud y la longevidad a nivel mundial,
esto aunado a la disminucién de la fertilidad, pronostica un aumento en la poblacién
con demencia, sin olvidar mencionar que actualmente no hay. tratamientos
modificadores de la enfermedad, lo que nos da como unica opcion viable la
prevencion de riesgos de desarrollar enfermedades neurodegenerativas a partir de
tratamientos preventivos multifactoriales superpuestos que abran alternativas para
la intervencion (Bennett, 2017).

Sin embargo, las investigaciones clinicas y experimentales han sido dirigidas
al estudio de los factores de riesgo en el desarrollo de la EA, la comprensiéon de
mecanismos y al estudio de terapias retardantes y neuroprotectoras que sirvan
como estrategias utiles en la proteccion contra las lesiones o la degeneracién de las
células, previniendo asi la descomposicion del SNC. Es importante reconocer que
las terapias neuroprotectoras muchas veces no revierten el daio ya causado, si no
que se centran en evitar el adicional, lo que remarca la importancia de tomar la
patologia de la EA como un continuo biolégico multifactorial para poder determinar
ventanas de tiempo especificas que nos permitan realmente proveer una defensa
al SN (Jack Jr et al., 2018).

Existen farmacos y terapias neuroprotectoras que de acuerdo a sus
funciones y restricciones biolégicas se ordenan en dos grandes grupos; los
limitadores de la muerte celular y los que contrarrestan la neurodegeneracién, los
primeros interactuan por lo general con proteinas asociadas a la apoptosis y otros
tipos de muerte celular, mientras que los segundos abarcan una gama de procesos
metabdlicos celulares que se alteran y estan relacionados con los cambios
patoloégicos en la neurodegeneracion como el estrés oxidativo y nitro-oxidativo, la

excitotoxicicidad, la inflamacion, la pérdida de la homeostasia i6nica o la
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desregulacion del metabolismo de la glucosa y el deterioro del metabolismo

energético (Vajda, 2004; Longo y Massa, 2004).

1.6 Pirofosfato de Tiamina

La vitamina B1 o tiamina, también conocida como aneurina, es una vitamina
esencial soluble en agua que se obtiene de la dieta y la microsuplementacion, ya
que puede ser sintetizada sélo por bacterias, hongos y plantas, pero no por
mamiferos, esta presente en las plantas en forma de tiamina libre y enlos tejidos
animales en sus formas fosforiladas (Marcé-Grau, et. al, 2019). Quimicamente la
vitamina B1 esta compuesta por una pirimidina y un anillo de tiazol unidos por un
grupo metileno, formando una estructura que contiene azufre. Es importante resaltar
que la tiamina necesita ser fosforilada para poder participar en multiples procesos
metabdlicos como la catalisis de la conversion de piruvato en acetil-CoA, la
descarboxilaciéon del alfa-cetoglutarato en el ciclo de Krebs, la descarboxilacion de
alfa-cetoacidos de cadena corta ramificada, la degradacién de acidos grasos en los
peroxisomas, entre otros, actuando como cofactor de enzimas limitantes de dichos
procesos (Manzetti, Zhang, y van der Spoel, 2014; Turck et al., 2016).

Las principales fuentes de tiamina para los humanos son la carne y productos
carnicos (28.2%), seguidos de los cereales y granos enteros (23.2%), legumbres y
verduras (11.6%), leche, productos lacteos (9.5%) y frutas (6.4%) (Mielgo-Ayuso et
al., 2018). La tiamina es un cofactor fundamental para el mantenimiento del
metabolismo de los carbohidratos, ademas de estar involucrada en procesos
metabdlicos intermediarios dentro de las células a nivel del citosol, la mitocondria y
los peroxisomas, en los humanos la vida media de la aneurina o tiamina es de 9 a
18 dias y se elimina por la orina y las heces fecales (Manzetti et al., 2014). Los
requerimientos minimos de tiamina en adultos van de los 0.4-1.1mg/dia en mujeres,
0.6-1.2mg/dia en hombres y de 0.3-0.9mg/ en nifios en edad escolar (Wang et al.,
2018). Una vez que tiamina es consumida, ésta es absorbida en la parte proximal
del intestino grueso, donde las fosfatasas hidrolizan los ésteres de fosfato de tiamina
y los convierten en tiamina libre (Turck et al., 2016; Said, Balamurugan,

Subramanian, y Marchant, 2004). La absorcion de tiamina libre se lleva a cabo por
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el transportador de tiamina 1y 2 (ThTR-1, ThTR-2) codificado por el gen SLC19A2
y SLC19A3 respectivamente, estos transportadores son proteinas transmembrana
que se expresan a lo largo de los enterocitos de los intestinos delgado y grueso
(Said et al., 2004). La regulacion de la absorcion de tiamina en el intestino depende
de las concentraciones y el requerimiento de tiamina, por ejemplo una deficiencia
dietética induce la sintesis de mas ThTR-2 a través de mecanismos
transcripcionales (Reidling y Said, 2005).

El contenido corporal total de tiamina se estima en 25 a 30mg, ubicados en
musculos esqueléticos, corazon, cerebro, higado y rifones, en la sangre el 80% de
la tiamina se encuentra en los eritrocitos como PPT (Manzetti et al., 2014). La
tiamina libre cruza las membranas celulares y se puede encontrar en fluidos
extracelulares y en el liquido cefalorraquideo (LCR). Al llegar al torrente sanguineo
la tiamina se une a transportadores de tiamina de alta afinidad e ingresa a los
eritrocitos donde se fosforila y forma PPT, en las células dos enzimas se encargan
de fosforilar a la tiamina libre para la formacién de PPT; la tiamina fosfocinasa 1
(TPK1) y la foforil transferasa (TTPATP), ambas estan expresadas en el intestino
delgado, el rifidn, cerebro, higado, bazo y la placenta durante el embarazo (Zhao,
Gao, y Goldman, 2001; Marcé-Grau et al., 2019).

A nivel del SNC en modelos in vitro se ha identificado un papel critico del
metabolismo de la tiamina en la regulacion del crecimiento del soma neuronal y el
desarrollo de la complejidad del arbol dendritico de las células piramidales del
hipocampo (H. Liu et al., 2017), una de las estructuras principalmente afectadas en
la EA. Ademas la suplementaciéon con tiamina como un tratamiento en pacientes
con deficiencia de tiamina por defecto genético relacionado con los transportadores,
la TPK1 o déficit metabdlico va de 100-500mg/dia, lo que asegura un neuro
desarrollo normal en los pacientes cuando son tratados a tiempo, por otra parte
también se ha demostrado que se pueden prevenir las descompensaciones
metabdlicas (Invernizzi et al., 2017) y produce mejoras en lesiones cerebrales
(Banka et al., 2014).

También se ha sugerido que la tiamina esta asociada con enfermedades

neurodegenerativas a través de su papel en el metabolismo oxidativo y de glucosa
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(Gibson y Green, 2002; Gibson et al., 2013). La deficiencia de tiamina es una
condicibn comun en adultos mayores, y en especial los pacientes hospitalizados,
ademas se ha sugerido su asociacion con la EA y la depresion (Pepersack et al.,
1999). En las autopsia de pacientes con EA se ha encontrado disminucién de la
actividad de dos enzimas dependientes de tiamina en comparacion con pacientes
cognitivamente sanos y de edad y género (Koh, Charlton, Walton, y McMahon,
2015).

1.6 Tratamientos con PPT

El pirofosfato de tiamina, posee dos fosfatos de alta energia y esta involucrado en
las reacciones del metabolismo intermedio y la respiracidon celular, contribuye a la
prevencion o reduccion de la formacién de ROS.

La evidencia experimental ha comprobado que el PPT puede disminuir la
degeneracion causada por el dafo oxidativo porque mejora el rendimiento de la
respiracion aerobica (Torres et al., 2009; Hernandez-Montiel et al. 2014) normaliza
los niveles de peroxidacion lipidica y es un potente inhibidor de la glicosilaciéon no
enzimatica ademas de mejorar los sistemas antioxidantes endégenos como la
catalasa (CAT), super-oxido-dismutasa (SOD) y el sistema glutation (GSH)
(Tolstykh y Khmelevskii, 1991).

En otros reportes se ha encontrado el efecto del PPT sobre caracteristicas
patolégicas que se desarrollan en la diabetes y otras enfermedades cronico
degenerativas por ejemplo en la retinopatia diabética inducida en ratas, confirmando
que el PPT previene la hiperglucemia que provoca la retinopatia diabética en ratas
disminuyendo. la cantidad de malondialdehido y disminuyendo el estrés oxidativo
(Cinici-etal.,2016). Por otro lado también se ha probado en hepatotoxcicidad donde
el PPT evit6 el dafio oxidativo mejorando los sistemas antioxidadntes.

Con relacion a las enfermedades neurodegenerativas se ha descrito que
incluyen anomalias en el metabolismo de la glucosa y en los sistemas antioxidantes,
ademas de inflamacién y el aumento de la generacién de ROS. EI PPT como
potente inhibidor de la peroxidacion lipidica, puede llegar a evitar la lipotoxicidad y

dafo por estrés oxidativo; en el SNC, en donde podria actuar como un tratamiento
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que reduzca o retrase el progreso de procesos degenerativos asociados a diferentes
factores de riesgo relacionados con el envejecimiento.

Es importante resaltar que lo fundamental del tratamiento con PPT es que es
un farmaco noble que puede usarse en conjunto con otros tratamientos sin
problemas de interaccién farmacoldgica, ademas puede utilizarse en la prevencion

del deterioro cognitivo como una intervencion nutricional.

11.7 Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD)
Los modelos transgénicos para la EA han tenido un papel importante en el
entendimiento de la patogénesis de esta enfermedad. A la fecha no se ha
desarrollado un modelo que recapitule todos los aspectos de la patologia (Lee y
Han, 2013; Webster et al., 2014). Siendo el 3xTg-AD, hasta ahora el mejor modelo
porque contiene validez histopatoldgica y de constructo, por su similitud de los
mecanismos patologicos en el humano (Bilkei-Gorzo, 2014; Oddo et al., 2003).
Porque desarrolla progresivamente amiloidosis y taupatia con un perfil temporal y
regional especifico, que simula el desarrollo de la EA en el cerebro humano, gracias
a que expresa los transgenes humanos PS1-M146V, APP695-Swe y tau-P301L.
Fue desarrollado por Oddo y colaboradores, y se logré a partir de la microinyeccion
de los transgenes humanos APP695-Swe y tau-P301L, en embriones de ratones
knockin para PS1-M146V (Fig. 5).

En el 3xTg-AD se describié que los depositos de la proteina BA inician en la
corteza y progresan al hipocampo con el envejecimiento iniciando las lesiones
neuropatologicas que confirman la EA. (Oddo et al., 2003). La deteccion intracelular
de BA es clara desde los 3 m.d.e. en la neocorteza y alos 6 m.d.e. en la region CA1
del hipocampo; a los 9 m.d.e. se confirm6é que el modelo comienza a tener
agregados intracelulares prominentes en el subiculum y la region de CA1, mientras
que agregados extracelulares BA son evidentes alrededor de los 11 a 12 m.d.e. en

la corteza frontal y otras regiones corticales, asi como en el hipocampo.
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Figura 5. Modelo murino para Alzheimer 3xTg-AD; microinyecciéon de los transgenes
humanos PS1-M146V, APP695-Swe y tau-P301L en el pronucleo de la célula embrionaria,
y expresion de las proteinas PPA y tau en diferentes regiones cerebrales. Modificado de
Oddo et al. (2003).

De forma paralela, las alteraciones en la proteina tau son notorias en las
neuronas piramidales de CA1 a partir de los 12 m.d.e., ambas patologias se
desarrollan progresivamente de una manera dependiente de la region cerebral y de
la edad (Oddo et al., 2003). Asimismo, se observa proliferacion de poblaciones de
astrocitos y de microglia en cercania a los depdsitos amiloides conforme la edad y
la patologia avanzan (Kitazawa et al., 2005; Gimenez-Llort et al., 2007; Mastrangelo
y Bowers, 2008).
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Ill. FUNDAMENTACION TEORICA

I1l.1 Justificacion

La enfermedad de Alzheimer es compleja, multifactorial y progresiva y hasta hoy los
tratamientos disponibles no han podido modificar su avance, sin embargo se ha
propuesto el uso de farmacos que puedan mejorar la calidad de vida de los
pacientes y/o que nos ayuden a entender de mejor manera los ‘mecanismos
multiples por los que la enfermedad origina dafio en el SNC y por consecuencia
deterioro cognitivo. Dado que el PPT es un cofactor de enzimas limitantes en la
produccion energética y esta directamente involucrado en-el mantenimiento del
metabolismo intermediario celular; demostrando ser efectivo en el tratamiento del
déficit metabdlico asociado a estrés oxidativo e inflamacién en células somaticas de
modelos animales de envejecimiento, retinopatia diabética, obesidad y en humanos
que padecen polineuropatia diabética. En el presente trabajo, se disefio el estudio
fundado en el efecto neuroprotector.del PPT a nivel cognitivo e histopatologico por

un tratamiento de infusion cronica.

I1l.2 Pregunta de investigacion

¢ EI PPT tendra capacidad neuroprotectora a nivel cognitivo retrasando su deterioro
y/o tendra un. efecto sobre la cantidad de microglia y la disminucién de los

agregados de BA en un modelo de raton para la enfermedad de Alzheimer?

IV. HIPOTESIS

El tratamiento crénico con PPT tendra un efecto neuroprotector produciendo un
retraso en la aparicion y/o agregacion de la proteina BA y la cantidad de microglia
en las areas de subiculum y CA1, modificando las conductas dependientes de

hipocampo de ratones 3xTg-AD.
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V. OBJETIVOS

V.1 General
Estudiar en el modelo 3xTg-AD el efecto del PPT sobre la respuesta cognitiva, en
tareas dependientes de hipocampo, asi como el efecto en biomarcadores de BA

total y microglia en ratones hembra de 9 m.d.e.

V.2 Particulares

1. Relacionar el efecto del PPT con el desempefio cognitivo en tareas conductuales
dependientes de hipocampo.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con PPT sobre la cantidad de células
microgliales de las areas de subiculum y CA1 del hipocampo.

3. Evaluar por medio de inmunohistoquimica el efecto del PPT sobre la cantidad de

agregados de BA total en las areas de subiculum y CA1 hipocampales.

VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1 Tipo de Investigacion

El disefio del presente estudio es una investigacion en ciencia basica de tipo

experimental transversal.

VI.2 Poblacion

El desarrollo experimental se llevd a cabo bajo las normas internacionales para el
cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por el National Research
Council (2010). Asimismo, el protocolo que se siguié fue aprobado por el Comité
de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).
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Ratones hembras 3xTg-AD homocigotos de 9 m.d.e. generados a partir de
un fondo hibrido B6129S (n=10), asi como los sujetos control no transgénicos de la
misma edad y sexo fueron mantenidos bajo el mismo fondo hibrido B6129S (n=10).

Todos los sujetos fueron criados y reproducidos en el bioterio del INB UNAM,
en cajas de policarbonato (12x12x25 cm) y en condiciones 6ptimas de alimentacién
(dieta para raton del laboratorio Purina Chow formula 5001 y agua ad libitum) y de
ambientacidn constante (temperatura entre 20°-25°C; humedad 40-70%) en un ciclo

de luz/oscuridad de 12hrs, iniciandose a las 8:00 pm y en monitoreo riguroso.

VI.3 Implantacion de bombas osmaticas y grupos experimentales

Para evitar sesgos en la experimentaciéon se manejé un protocolo doble ciego, con
claves alfanuméricas desconocidas para los experimentadores a lo largo de todo el
proceso experimental, desde el procedimiento quirurgico hasta la tarea conductual
y el analisis inmunohistoquimico.

Para los tratamientos con PPT, en una dosis de 2mg/kg/dia se hizo una
solucion stock en la que se mezclaron el PPT y la solucién salina. Para los
tratamientos vehiculo se administré solo solucion salina. Se emplearon cuatro
grupos experimentales: transgénicos tratados con el PPT (TG PPT, n=4),
transgénicos tratados con solucién vehiculo (TG VHCL, n=2) y ratones no
transgénicos con el mismo tratamiento usados como control (NoTG PPT n=12,
NoTG VHCL n=14).
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Se realizd una cirugia de 3cm a nivel del plano medio dorsal, posterior a esto
se separo la piel del musculo y se insert6 la bomba debajo de la piel, para finalizar
se suturd la herida. La bomba implantada contenia el PPT o la solucién vehiculo
respectivamente.

Para la cirugia, se anestesio a los animales usando una mezcla de ketamina
y xilacina en una proporcién 70:30 en una dosis de 70mg/kg y 6mg/kg del farmaco
correspondiente. La administracién del farmaco se llevd a cabo utilizando bombas

osmoticas (modelo 2006, Alzet, Durect).

Tratamiento Prueba R-F
Analisis de
- PPT M  conductual
I muestras

.,_‘
>

NoTG-VH E @
® .

a®srw

&

Figura 6. Diseno experimental. Ratones hembras de 9 m.d.e. 3xTg-AD fueron tratados con
100 pl solucién salina (vehiculo) o con 2mg/kg/dia de PPT en 100 pl solucioén salina durante
6 semanas usando bombas osméticas implantadas de forma subdérmica. Como grupo
control se conté con dos grupos de ratones no-transgénicos de la misma edad y sexo bajo
las mismas condiciones de tratamiento. Después de la ultima semana de tratamiento, los
cuatro grupos experimentales realizaron la tarea del LAM. Dos dias después de finalizar las
pruebas conductuales, se sacrificd a los animales para obtener los tejidos cerebrales.
Modificado de Mancilla-Pérez (2017).
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TG-TPP
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V1.4 Conducta

La tarea de construccion del nido se evaludé en la ultima semana de tratamiento
después de la manipulacion de los animales y previo a la tarea del LAM. Esta prueba
se realiz6é como la describe (Deacon, 2012), utilizando algodén plisado de 5 x 5 cm.

Se adaptaron durante una semana en ciclo invertido de luz/oscuridad.
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Posteriormente, se colocaron en jaulas individuales 2 dias previos a la
colocacion del algoddn, que fue a las 11 am (una hora después del inicio del ciclo
al apagarse la luz). A las 12 horas, se evaluaron sus habilidades para hacer nidos,
bajo un protocolo de ciego para evitar sesgos tomando en cuenta las puntuaciones
del 1 al 5, siguiendo los criterios de Deacon.

La tarea del laberinto acuatico de Morris (LAM) fue aplicada en la semana
consecutiva al final del tratamiento en la semana 7 (Fig. 6). El método y parametros
a evaluar en esta prueba se basaron en los protocolos de Vorhees y Williams
(Vorhees y Williams, 2006). El aparato utilizado consistié en un tanque circular (1
metro de diametro y 40 cm de alto) blanco a una distancia de 80.cm del suelo, lleno
de agua mezclada con pintura témpera del mismo color del tanque, a una
temperatura entre 21-23° C. Se designaron 2 ejes principales perpendiculares entre
si, creando una forma de “+”. El final de cada linea marcé los cuatro puntos de inicio,
dividiendo el area en cuatro cuadrantes iguales. Asimismo, se colocaron claves
extra-laberinto de diferentes formas y colores, distribuidas en las paredes de la
habitacion donde se realizo la tarea, las cuales se mantuvieron en el mismo lugar
durante todos los ensayos (Fig. 7). Los ratones fueron entrenados para nadar hacia
una plataforma de acrilico transparente (8 x 8 cm de lado y 15 cm de alto) sumergida
a 1.5 cm debajo de la superficie del agua e invisible para los ratones mientras
nadaban. La localizaciéon de la plataforma fue seleccionada al azar para cada ratén
en medio de uno de los cuatro cuadrantes, pero fue constante para cada individuo
durante el entrenamiento. En cada sesion de adquisicion, el raton se colocé en el

tanque en uno de los cuatro puntos de inicio en un orden semi-aleatorio.
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Figura 7. Plano del tanque para LAM donde se representan los cuatro cuadrantes
(limitados por las lineas azul y roja) y los puntos de inicio de las pruebas (marcados por los
numeros). Asimismo, se simboliza la ubicacion de la plataforma sumergida (linea de
guiones) y la forma y colores de algunas claves extra-laberinto Tomado de Mancilla-Pérez
(2017).

Se permitié al ratdbn encontrar y escapar a la plataforma sumergida (latencia
de escape(s)). Una vez hecho esto, se dejaron por 20 segundos sobre ésta. En
casos donde el sujeto no lograba encontrar la plataforma en 60 segundos, era
manualmente guiado a la plataforma y se ponia sobre ésta por 20 segundos. Cada
individuo-realizd 4 sesiones por 4 dias en total. Antes de la primera sesion de
entrenamiento, se coloco a los animales directamente sobre la plataforma durante
10 segundos a fin de reducir el estrés relacionado a la tarea.

Los sujetos fueron sometidos a cuatro dias de adquisicion. Esta prueba
consistia en nado libre por 60 segundos en el tanque con la plataforma. El sujeto
fue colocado de forma aleatoria desde cuatro diferentes puntos desde la posicidon

en donde se encontraba la plataforma. El parametro medido en esta prueba fue la
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latencia de escape en segundos, a la localizacion donde se encontraba de la
plataforma.

Todas las pruebas fueron analizadas con el software SMART Video Traking
System (Panlab Harvard Apparatus), con el cual también se definieron los

perimetros, los cuadrantes y las locaciones de la plataforma.

VI.6 Procesamiento del tejido

Transcurridos los dias de los diferentes tratamientos, los ratones de las diferentes
condiciones experimentales fueron anestesiados por administracion de dosis letal
de pentobarbital sédico (0.22ml/kg) y fijados por perfusion cardiaca con una solucion
de paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en solucién salina amortiguada por fosfatos
al 0.1 M (PBS 0.1 M) pH 7.4. Los cerebros fueron retirados inmediatamente y
seccionados de forma sagital para dividir los hemisferios cerebrales. Luego de 24
horas de pos fijacion en PFA 4% los tejidos fueron cambiados a una soluciéon de
sacarosa al 30% por 48 horas para ser cortados por congelacién en criostato (Leica

Biosystems), sagitalmente a 40 um de grosor.

VI.7 Anticuerpos

Para detectar la microglia se utiliz6 un anticuerpo policlonal producido en cabra (Iba-
1; 1.500; abcam, ab107159) que reconoce las moléculas de enlace a calcio ionizado
qgue se expresan en microglia (Ito et al., 1998).

Para observar las placas de la proteina BA se empled un anticuerpo
monoclonal producido en raton (bam-10; 1:500; ThermoFisher, MA1-91209) que
esta dirigido a los fragmentos de BA 40-43 (M. Liu et al., 2018).

Anticuerpos secundarios Dbiotinilados; un anti-ratbn para hacer una
amplificacion con el sistema Avidina y Biotina (Biotinylated Horse Anti-Mouse IgG
Antibody;1:500; Vector Labs, BA-2000) y un anti-cabra (Biotinylated Horse Anti-
Goat IgG Antibody; 1:500; Vector Labs, BP-9500).

Sistema Avidina y Biotina (A+B) para realizar un método inmunohistoquimico
indirecto y amplificar la sefal del anticuerpo secundario (VECTASTAIN ABC
systems; 50:2500; Vector Labs, PK-6100).
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Sistema diaminobencidina (DAB) que se une al A+B, el cual se oxida al
agregar glucosaoxidasa y se precipita dando lugar a la marca del anticuerpo

secundario que reconocio al primario.

VI.8 Inmunohistoquimica

Se seleccionaron de 4 a 5 cortes del hemisferio izquierdo de cada animal entre las
coordenadas 1.92 mm y 0.96 mm laterales a la linea media de acuerdo al atlas de
cerebro de raton (Franklin y Paxinos, 2001). A continuacion, fueron lavados en
flotacion libre en PBS 0.1 M por 10 min, y luego incubadas en buffer de citratos a
80-100° C por 20 min para exponer los epitopes, seguido de tres lavados de 10 min
cada uno en PBS 0.1 M. Las secciones fueron permeabilizadas con 0.05% de Triton-
20 PBS 0.1 M (PBS-T) por 15 min.

Los anticuerpos primarios; BAM10 (1:500) e Iba-1 (1:500) fueron diluidos en
PBS-T y se incubaron los tejidos toda la noche en agitacion a 4° C. Los tejidos
fueron lavados con PBS en tres ocasiones 10 min cada una a temperatura ambiente.
Hecho esto, se aplicaron los anticuerpos biotinilados correspondientes por 2hrs
seguido del sistema A+B por 30min. Se realizaron tres lavados de 10min en PBS.
Finalmente se procedi6 a revelar la marca de los anticuerpos con el sistema DAB y
glucosa oxidasa.

Finalmente, los cortes fueron montados en PBS 0.05 M en cubreobjetos, una
vez que se secaron se procedid a realizar la tincion de Nissl para finalmente ser

deshidratados en xilol y cubiertos en resina de montaje.

VI.9 Microscopia y analisis de imagen

Las imagenes de inmunohistoquimica enzimatica (Iba-1, BAM10) fueron obtenidas

de dos campos de los tejidos que fueron procesados, la region del subiculum en el

limite con CA1 y la regién de CA1 contigua inmediata a la primera. Se captur6

usando un microscopio Nikon modelo Eclipse CiE, mediante el software NIS-

Elements Viewer. Para el analisis de las fotografias se usd el software de

procesamiento de imagen Image J (National Institutes of Health). Para el conteo
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celular se tomaron en cuenta las células que tuvieran bien definidos el somay los
procesos, mientras que para la evaluacion de acumulados de proteina se utilizd un
contraste y se midi6 el area de la marca de amiloide, esto se llevd a cabo utilizando
el programa Image J utilizando la funcién multi-point y black and whithe (threshold)
para poder marcar simultaneamente el area total de contraste y las células de toda
el area a de interés (subiculum y CA1), por cada imagen se obtuvo el numero total
de células por area. Las imagenes se analizaron bajo un protocolo de ciego para
evitar sesgos en la obtencién de la informacién. Dichos valores se compararon

estadisticamente entre grupos.

VI.10 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fueron evaluados usando la prueba de Shapiro-Wilk.
Dado que los valores no presentaron una distribucién normal debido a que el
numero de muestras del grupo TG VHCL era muy pequeno, se aplicaron las pruebas
no-paramétricas de Kruskal-Wallis (K-W), para grupos independientes, y de
Friedman, para medidas repetidas. Los  resultados fueron considerados
significativos cuando P<0.05 para las pruebas de conducta y en los analisis de
imagen. Los analisis estadisticos y los graficos de la tarea conductual y del analisis
de imagen fueron realizados en el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad

Software).
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VII. RESULTADOS

VIl. 1 El PPT rescata la funcion innata de construccion del nido

Para probar el efecto neuroprotector del PPT a nivel cognitivo se llevo a cabo la
tarea innata de construccion del nido, esta conducta es comun en hembras y
machos ya que tiene como propoésito principal la termorregulacion ademas de estar
asociada con la reproduccion, la mayoria de los ratones control de cepa no
transgénica obtienen puntuaciones de 4-5, pero cuando se lesiona el hipocampo la
puntuacion media oscila entre 1-2. Nosotros observamos que no existen diferencias
significativas entre los grupos control y nuestro grupo tratado con PPT, por lo cual

podemos inferir que el PPT tuvo un efecto sobre la funcién del hipocampo.

Nesting

Puntuacién

NoTG VHCINoTG PPT TG VHCL TG PPT

Figura 8. Puntuacion de la tarea de nesting. No hay diferencias significativas entre las
puntuaciones de los grupos NoTG VHCL (n=10), NoTG PPT (n=10) y TG PPT (n=4), lo que
nos indica que el grupo TG PPT tuvo un retraso en el dafio ocasionado en este modelo a
los 11m.d.e. Sin embargo el grupo TG VHCL (n=2) obtuvo las puntuaciones mas bajas en
la tarea de construccion del nido. a,b,c Kruskal-Wallis (P<0.05), Post Hoc Dunn (ns).

28



VII.2 El PPT mejora la adquisicion en la tarea de LAM en los ratones 3xTg-AD

Para probar la mejora de la conducta espacial dependiente de hipocampo en los
ratones 3xTg-AD, se evalué la adquisicidén en la tarea de LAM. El analisis entre los
grupos mostroé diferencias significativas para el cuarto dia de entrenamiento, siendo
los grupos NoTG y TG PPT los que adquirieron la conducta exponiendo latencias
de escape mas cortas con respecto al primer dia de entrenamiento (Fig. 9). El grupo
TG VHCL a pesar de solo tener dos individuos muestra una conducta congruente
con el deterioro cognitivo e incapacidad para la prueba de LAM reportada en el

modelo 3xTg-AD para esta edad.
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Figura 9. Adquisicion de la tarea de LAM. Los grupos NoTG (n=14,12) junto con el grupo
TG PPT tuvieron diferencias significativas en la reduccion de la latencia de escape en el
cuarto dia con respecto al primer dia de entrenamiento. Kruskal-Wallis (P<0.05), Friedman
(P<0.05) Post Hoc Dunn (P<0.05).
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VII.3 Disminucion de BA total por efecto del PPT

Para comprobar que el PPT tenia un efecto a nivel de tejido en las areas de
subiculumy CA1 del hipocampo medimos por medio de analisis inmunohistoquimica
la cantidad de BA total usando el biomarcador BAM10 encontrando diferencias
significativas entre los grupos TG VHCL y TG PPT. Esto es importante porque la
deposicion de la proteina BA en la enfermedad de Alzheimer sigue siendo el
biomarcador fundamental para sospechar un diagnéstico de la patologia, aunque
este no sea el disparador de los eventos neurodegenrativos, debemos tomar en
cuenta su contribucion a lo largo del continuo biolégico multifactorial que representa
la EA, por lo cual tratamientos que puedan modular o retrasar de alguna manera la

proteinopatia pueden ser de gran utilidad.
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Figura 10. Fotomicrografias de la inmuhistoquimica enzimatica de BAM10. Se muestran
imagenes representativas del area de subiculum de los cuatro grupos experimentales NoTG
VHCL (n=4), NoTG PPT (n=4), TG VHCL (n=4) y TG PPT (n=4). Se observan diferencias
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cualitativas entre las condiciones genéticas verticalmente y entre tratamientos
horizontalmente. Barra equivalente a 50 pym.
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stoquimica enzimatica de BAM10. Se muestran
de CA1 en planos equivalentes y equidistantes de
TG VHCL (n=4), NoTG PPT (n=4), TG VHCL (n=4) y
erencias cualitativas entre las condiciones genéticas
tos horizontalmente. Barra equivalente a 50 ym.
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Figura 12. Numero de particulas de BAM10+ por area. Se muestra una reduccién
significativa en la agregacion de placas en el grupo TG PPT, lo que confirma los cambios
observados a nivel histoldgico y cualitativo.
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VIl.4 Cantidad de células microgliales y efecto del PPT

La neuroinflamacién en la EA se puede definir como un cambio en el nimero de
células microgliales, que inducen la produccién de factores como NO, EROs,
citocinas pro-inflamatorias y prostaglandinas que promueven la neurodegeneracion.
La microglia regulan la respuesta inmune y su homeostasis, sin embargo no
encontramos cambios significativos entre los diferentes grupos de tratamiento, seria
interesante observar la morfologia celular y biomarcadores especificos para
neuroinflamacién para obtener mas informaciébn acerca de los mecanismos
fisiolégicos que estan involucrados en la interaccion del tratamiento con PPT, la

agregacion de BA y la funcidon de las células microgliales.

SUBICULUM

Figura 13. Fotomlcrograflas de la |nmuh|stqu|m|ca en2|mat|ca de Iba 1 Se muestran
imagenes representativas del area de subiculum de los cuatro grupos experimentales NoTG
VHCL (n=4), NoTG PPT (n=4), TG VHCL (n=4) y TG PPT (n=4). Se observan diferencias
cualitativas entre las condiciones genéticas verticalmente y entre tratamientos
horizontalmente. Barra equivalente a 50 um.
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Figura 14. Fotomlcrograflas de la |nmuh|stquIm|ca en2|mat|ca de Iba- 1 Se muestran
imagenes representativas del area de CA1 de los cuatro grupos experimentales NoTG
VHCL (n=4), NoTG PPT (n=4), TG VHCL (n=4) y TG PPT (n=4). Se observan diferencias
cualitativas entre las condiciones genéticas verticalmente y entre tratamientos

horizontalmente. Barra equivalente a 50 pm.
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Figura 15. Numero de células positivas a Iba-1. No se encontraron diferencias significativas
entre los grupos (n=4).
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VIIl. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento crénico con PPT tuvo un
efecto sobre la conducta mejorando la curva de adquisiscion donde se observaron
diferencias significativas en las latencias de escape del dia 1 al dia 4 en los grupos
NoTG (n<10) y TG PPT (n=4) con respecto al grupo TG VHCL (n=2) que no logré
la fase de adquisicién de la conducta de LAM, aunque cabe mencionar que la
cantidad de animales para este grupo es pequefia, sin embargo es importante notar
que el grupo TG PPT se comportd de manera similar a los grupos de condicién
genética control (Fig. X)...

De acuerdo a la hipotesis planteada, el grupo de animales TG PPT tuvo un
mejor desempeno en la prueba de adquisicion de LAM dependiente de la regiéon
hipocampal dorsal (Vorhees y Williams, 2006), misma regidn que se ve severamente
afectada en el modelo 3xTg-AD (Billings, Oddo, Green, McGaugh y LaFerla, 2005;
Clinton et al., 2007). En este estudio se valoro la reduccion del tiempo de escape a
la plataforma en el LAM durante la fase de adquisicion, en donde la llegada del
sujeto a la plataforma en un tiempo determinado (60 seg) permite evaluar su
aprendizaje (Vorhees y Williams, 2006; Bromley-Brits, Deng y Song, 2011). El
desempeio en esta tarea se ve alterado en el grupo tratado con la solucién vehiculo
TG VHCL por la manifestacion de la patologia, el deterioro cerebral y el depdsito de
la proteina BA que interfiere con la comunicacién sinaptica (Morin et al., 2016).
Ademas con base en reportes previos de otros autores, desde los 10-11 m.d.e. ya
es notable que el desempefio conductual del ratdbn 3xTg-AD se vuelve insuficiente
para realizar la tarea de LAM durante la fase de aprendizaje y mas aun en la fase
de memoria de largo plazo o retencion (Billings et al., 2007; Peng et al., 2012). Estos
resultados-son comparables con trabajos hechos anteriormente por el grupo de
Frydman-Marom donde se aplicé un tratamiento con un dipéptido que tiene la
propiedad de romper los agregados BA ocasionando que el deterioro cerebral de
los ratones se retarde y asimismo se observa una mejora en la adquisicion en
prueba conductual del LAM (Frydman-Marom et al., 2009). Por otra parte, no
encontramos diferencias en la cantidad de células microgliales por mm2 en la areas

de subiculum y CA1 en el grupo TG PPT (Fig.14), lo cual podria estar relacionado
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con un mantenimiento en el metabolismo celular y por lo tanto una mayor actividad
de estas células, se propone que en futuros trabajos se analice la morfologia que
también podria brindar informacion acerca del estado histopatolégico del tejido
cerebral (Schwartz et al., 2006). Ademas, se ha reportado que uno de los
mecanismos de proteccion por los que actua la microglia es por medio de la
activacion de factores de transcripcidon y la expresion de la iINOS (Férstermann y
Sessa, 2012) y por medio de esta enzima produce éxido nitrico, molécula que
generada de manera recurrente ocasiona un desbalance de EROs y ERNs
provocando dafios en las células y cambios postraducionales en proteinas cuando
el proceso se da de manera cronica (Li, Baud, et al., 2005) por lo que se necesitan
hacer mas analisis histoldégicos y de cuantificacidn protéinica para obtener
conclusiones mas claras sobre el efecto del PPT en la _poblacion de células
microgliales.

Por los resultados de otras investigaciones se sabe que como parte de la
neuroinflamacién hay un aumento en la poblacién de células microgliales no solo en
el modelo 3xTg-AD a los 12 y 18 m.d.e., sino también en muestras de cerebros
humanos con la EA en el area de CA1 del hipocampo (Rodriguez et al., 2010;
Rodriguez et al., 2013), esto sugiere que la neuroinflamacién es un proceso
importante que forma parte del circulo vicioso de la agregacion de la proteina BA, el
dafo neuronal, el estrés nitro-oxidativo y la degeneracién durante la EA (Calsolaro
y Edison, 2016), de manera similar a estos trabajos encontramos un aumento de la
cantidad de células microgliales en el area de subiculumy CA1 lo que se relaciona
con la edad y el desarrollo de la patologia amiloide en el hipocampo del modelo
3xTg-AD tratado con PPT.

Se sabe que la microglia puede ser activada por patrones moleculares
asociados a patdgenos y sefales endoégenas de "peligro”, liberados de las células
que alertan al sistema inmune innato y activan varias vias de traduccion de senales
que inducen cascadas proinflamatorias y activan la formacién del inflamasoma,
mediando la liberacién de citocinas. En este sentido, la proteina BA podria activar
la respuesta inmune innata durante el curso de la EA (Akiyama et al., 2000; Venegas

y Heneka, 2017). Por lo reportado en la presente tesis, sobre la cantidad de
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microglia podriamos inferir que el PPT esta teniendo un efecto sobre la microglia
cerebral en el 3xTg-AD, y a pesar de que en este trabajo no se evalua el cdmo, es
probable que uno de los mecanismos se base en la activacién de los patrones
moleculares asociados a patdgenos y sefiales endodgenas, puesto que la proteina
BA puede ser reconocida como este tipo de sefial por la microglia induciendo un
estado de activacion microglial.

Falta enriquecer estos estudios para la obtencién de datos mas concluyentes pero
puede funcionar como una herramienta en el tratamiento de la enfermedad
herramienta quimica multifuncional para el estudio de los mecanismos patolégicos
en la EA, aunado a esto hace falta determinar con mas pruebas y biomarcadores

su multifuncionalidad.
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IX. CONCLUSIONES

El tratamiento cronico de infusion subdérmica con PPT es capaz de mejorar
la adquisicion en la prueba dependiente de hipocampo LAM en ratones 3xTg-
AD.

El PPT disminuyé de manera significativa la cantidad de particulas de BA
total en las areas de subiculum y CA1 de los ratones 3xTg-AD.

Falta tener un numero mas completo de animales y realizar mas pruebas con
diferentes biomarcadores que nos ayuden a entender los mecanismos por
los cuales el PPT esta actuando sobre el metabolismo de BA'y posiblemente
ralentizar el deterioro cognitivo en este modelo.

El PPT puede formar parte de un tratamiento compuesto en el que se ataque
desde diferentes puntos de vista la multifactorialidad de la enfermedad de

Alzheimer.
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XI. APENDICES

XI.1 Imagen representativa de la cirugia para la implantacion de bombas

osmodaticas.

L . ‘

Incisién de 1-1.5 cm, se implanta la bomba de forma subcutanea a un nivel del
plano medio dorsal y finalmente se sutura la herida.

XI.2 Fotografias representativas de la puntuacion para la conducta de

construccion del nido basada en el protocolo de Deacon.

1. Algodén 2. Algoddn 3. Algoddn 4. Nido 5. Nido

completamente parcialmente mayormente identificable pero consolidado que

intacto (porcentaje desgarrado triturado sin sitio plano dentro de un forma un crater
<90%) (porcentaje 50- de nido cuarto de la caja que cubre el

90% intacto) (porcentaje <90%) (porcentaje <90%) cuerpo completo
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XI.3 Fotografias representativas de la determinacion del ciclo estral.
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Para la determinacién del ciclo estral se consideré que la apretura vaginal de
ratones en el proestro fuera amplia con el tejido rosado, hinchado y humedo. A
medida que el raton ingresa al estro, la abertura vaginal se vuelve menos
humeda, menos rosada y menos hinchada. Durante el metestro hay una abertura
muy poco pronunciada, no inflamada y en el diestro la abertura vaginal es

pequefa y cerrada sin inflamacién del tejido.
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Xl.4 Fotografias representativas de la seleccion de cortes para histologia.

Seleccion de cortes histologicos con base en el altias de Paxinos, se seleccionaron de
4 a 5 cortes de 40um, utilizando series de 320 um en las que se abarca el hipocampo
dorsal.
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