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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa méas comun de demencia asociada
a una neurodegeneracion irreversible y progresiva con una prevalencia en 2018 de
50 millones de personas en todo el mundo, ademas de que se estima que para el
2050 esta poblacion puede incrementar al doble. Esta enfermedad ha sido
caracterizada por la acumulacién extracelular del péptido AB e intracelular-de
marafias neurofibrilares generada por la hiperfosforilacion de tau, asi como la
disminucién de los niveles de acetilcolina y del flujo sanguineo cerebral. Estos
factores ocasionan la ruptura de la barrera hematoencefalica, estrés oxidativo, dafio
mitocondrial, neuroinflamaciéon y disfuncién sinaptica principalmente de tipo
glutamatérgica y colinérgica. La obesidad y la hipercolesterolemia son importantes
factores de riesgo de la enfermedad. En estudios previos se implementé un modelo
animal para la EA a base de dieta enriquecida en acidos grasos y colesterol. En
dicho modelo se observé que la teobromina a una dosis-de 30 mg/L previno el
deterioro cognitivo y de memoria observado en el modelo asi como el incremento
en los niveles del péptido AB en el encéfalo. La teobromina es un antagonista
inespecifico de los receptores de adenosina. Los receptores de adenosina A1y Aza,
tienen la capacidad de modular algunos sistemas de neurotransmision como el
glutamatérgico y el colinérgico. Con base alo anterior, en este trabajo se evaluaron
cambios en el aprendizaje y memoria, mediante el ensayo de laberinto elevado de
8 brazos y la prueba de reconocimiento de objeto nuevo, asi como los posibles
mecanismos por los cuales la teobromina a 30 mg/L genera efectos benéficos,
ademas de la distribucion de los péptidos y placas amiloides en corteza frontal
mediante inmunohistoquimica; se semicuantificaron los niveles de APP, a—, p—y
y—secretasas, tau y p-tau (Ser262) mediante Western Blot. Se evaluaron los niveles
de citocinas pro- y anti-inflamatorias por la técnica de ELISA. Por ultimo, se
analizaron las interacciones entre teobromina y A2aR por técnicas computacionales.
Los resultados demuestran que la teobromina tiene efecto neuroprotector a través
de la regulacién de marcadores neuropatolégicos, asi como neuroinflamatorios.

Palabras Clave: Enfermedad de Alzheimer, estrés oxidativo, dafio mitocondrial,
disfuncion sinaptica, neuroinflamacion, teobromina.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia associated to
irreversible and progressive neurodegeneration with prevalence in 2018 of 50
millions of people worldwide, and is estimated to be doubled by the year 2050.-This
disease has been characterized by extracellular Ap-peptide accumulation and
intracellular deposition of neurofibrillar tangles given by tau hyperphosphorilation, as
soon as the acetylcholine levels and blood brain flow diminution, causing bload-brain
barrier disruption, oxidative stress, mitochondrial damage, neuroinflammation, and
synaptic disfunction mainly glutamatergic and cholinergic... Obesity and
hypercholesterolemia are important risk factors of AD. In previous works, it was
implemented an AD animal model with fatty acids and cholesterol enriched diet. In
this model it was observed that theobromine at doses of 30 mg/L prevent cognitive
and memory impairments and the elevation of AB peptide levels observed in the
model. Theobromine is an unspecific adenosine receptors antagonist. Adenosine
receptors like A1 and A2A has the capacity to modulate some neurotransmission
systems like glutamatergic and cholinergic. The purpose of this study is to assess
the memory and cognitive function by 8-arm radial maze and novel object recognition
tests, in addition to the distribution of peptides.and amyloid plaques in frontal cortex
by immunohistochemistry; the APP, a—, B— and y—secretases, tau and p-tau (Ser262)
levels were quantified by Western Blot. Pro and anti-inflammatory cytokine levels
were evaluated by the ELISA technique. Finally, the interactions between
theobromine and A2aR were analyzed by computational techniques. The results
show that theobromine has a neuroprotective effect through the regulation of
neuropathological markers, as well as neuroinflammatory.

Keywords: Alzheimer’s Disease, oxidative stress, mitochondrial damage, synaptic
dysfunction, neuroinflammation, theobromine.



1. INTRODUCCION

En nuestra sociedad, el aumento de la calidad de vida es un logro relevante: vivimos
mas y mejor. Debido a esto, se tiene mas tiempo para enfermarse de patologias
ligadas a la edad como las demencias. La demencia es una patologia
neurodegenerativa y con diferentes etiologias que afecta a gran parte de la
poblacion mayor de 65 afios, con un incremento de prevalencia exponencial

conforme aumenta la edad.

El interés terapéutico por la demencia se vuelve evidente, cuando los sindromes
neurodegenerativos se presentan, como uno de los problemas sanitarios y sociales
mas graves; por ello surgen la necesidad y la preocupacion de asignar nuevos y
mejores tratamientos, tanto desde la vertiente farmacoldégica como desde la
cognitiva y psicosocial. El tratamiento de la demencia continGa siendo una
asignatura pendiente, ya que aun se desconoce un remedio eficaz que cure o

detenga el deterioro cognoscitivo de las enfermedades neurodegenerativas.

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en los adultos
mayores y es una enfermedad neurodegenerativa progresiva e irreversible
caracterizada por el deterioro cognitivo y de memoria. En el 2018 se estimé una
prevalencia de 50 millones de personas en todo el mundo con esta enfermedad, y
se pronostica el doble de esta poblacién para 2030 (ADI, 2018).

En la actualidad, la aplicacion de terapias no farmacolégicas en el tratamiento de la
EA, 'se basa en que los trabajos muestran que pacientes con diagnostico de EA
mejoran funcionalmente de forma significativa tras el tratamiento cognoscitivo que
consiste en desarrollar habilidades mentales estimulando la memoria a través de

juegos de destreza y habilidades (Mendiola-Precoma et al., 2016).



2. ANTECEDENTES
2.1.La Enfermedad de Alzheimer

La demencia es un término que describe una gran diversidad de sintomas cognitivos
gue ocasionan dafos en la habilidad de un paciente para llevar a cabo una vida
normal (Puzzo et al., 2015). Por definicién, la demencia es la pérdida adquirida y
persistente de las funciones intelectuales que afecta, al menos, tres de las
siguientes esferas: memoria, lenguaje, percepcion visuoespacial, personalidad y
conocimiento (abstraccion, célculo, funcién ejecutiva, razonamiento, etc.), como
puede observarse en el Cuadro 1 de acuerdo con el Manual de Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V) (Ramirez-Diaz et al., 2011).

Cuadro 1. Criterios de demencia de acuerdo al DSM-IV

1. Alteraciones en la memoria de corto y largo.plazo.

2. Alteraciones en pensamiento abstracto, criterio, otras funciones corticales superiores o
cambios en la personalidad.

3. Laalteracidn cognitiva interfiere en grado importante en el trabajo, las actividades sociales
o las relaciones interpersonales.

4. Estos cambios cognitivos no se presentan exclusivamente en el contexto del delirio.

Signos tipicos de demencia

1. Alteraciones en la-memoria.

2. Dificultad para-encontrar palabras.

3. Aislamienta subito o conducta atipica.

4. Empeoramiento de la capacidad para controlar las finanzas personales o para el
rendimiento laboral.

5. { Cambios en la personalidad o en el estado de animo.

Fuente: Ramirez-Diaz et al., 2011.

La capacidad cognitiva que mas a menudo se pierde con la demencia es la
memoria; 10% de las personas mayores de 70 afios y entre 20 y 40% de quienes
tienen mas de 85 afios de edad presentan un trastorno de memoria identificable a
nivel clinico. En muchos de los sindromes demenciales aparecen deficiencias
neuropsiquiatricas y sociales asociadas, como son depresion, retraimiento,

alucinaciones, delirios, agitacion, insomnio y desinhibicion (Ramirez-Diaz et al.,



2011). La Enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun de demencia en los
adultos mayores. Entre las causas frecuentes de demencia se incluyen la demencia
vascular (10-20%), la demencia de cuerpos de Lewy (10-15%) y la demencia

frontotemporal (5-15%), entre muchas mas (Figura 1).

Demencia Hidrocefalia con Otros
frontotemporal, presion normal, tipos de
5% 5% /
Demencia de
cuerpos de
Lewy, 5%

Figura 1. Porcentaje de distintas causas de demencia. Modificado de Ramirez-Diaz
et al. (2011).

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e
irreversible que se caracteriza por el deterioro cognitivo, el cual incluye la pérdida
de la memoria, ademas de déficits no cognitivos como lo son las alucinaciones y la
depresion (Barage y Sonawane, 2015), debido a la pérdida funcional y la
disminucién de la cantidad de las neuronas. Los deterioros cognitivos y no
cognitivos se deben a la formacion extracelular de placas p-amiloides (AB) e
intracelular de marafias neurofibrilares (MNF) asociadas a la hiperfosforilacion de
tau. Los cambios neuropatol6gicos de la enfermedad en fase prodrémica han sido
observados en regiones temporales mediales (formaciones del hipocampo, giro
dentado y corteza entorrinal) y areas criticas para la memoria episodica a largo

plazo (Ramirez-Diaz et al., 2011).
2.1.1. Patogénesis de la EA

Se han llevado a cabo investigaciones importantes desde la década de 1980, donde

se han establecido que las placas estan compuestas principalmente de depdsitos



extracelulares de péptidos B-amiloides y redes neurofibrilares que contienen
filamentos de proteina tau hiperfosforilada en el interior de neuronas afectadas. La
generacion de ambos agregados se ha propuesto a través de dos hipotesis: 1) La

hipoétesis de la Cascada amiloide y 2) La hipotesis de tau (Xiaoning, 2010).
2.1.1.1. Hipotesis de la Cascada amiloide

La hipdtesis de la cascada amiloide postula que la neurodegeneracion en la EA es
causada por la acumulacion anormal de placas AP en varias areas del cerebro (Evin
y Weidemann, 2002). De acuerdo a esta hipétesis, la acumulacién de placas AP
actia como potenciador patolégico para la cascada, que incluye el dafio neuritico y
la formacién de las MNF via proteina tau, llevando a la disfuncién neuronal y la
muerte celular en la EA. La hipotesis amiloide propuesta a la fecha se muestra en
el Cuadro 2. Evidencias genéticas, bioquimicas y patologicas apoyan la hipétesis
de la cascada amiloide que postula que la acumulacién y agregacion de placas Ap

son las causas principales de la EA (Barage y Sonawane, 2015).

Las placas AB se componen de un componente proteico principal llamado péptido
AB. Los péptidos AP estan formados de 39-43 residuos de aminoacidos derivados
proteoliticamente de la accién enzimatica secuencial de p— y y—secretasas en la
proteina precursora amiloide (APP), la cual se encuentra distribuida ampliamente
de manera transmembranal (Sun et al., 2012). La longitud del péptido AP varia en
el C-terminal de acuerdo con el patron de escision de la APP. La isoforma ABi-40 €S
el péptido méas frecuente, seguido del péptido APi42 que es de naturaleza
hidrofébica y genera agregados a un ritmo mucho mas rapido que APi-40 (Perl,
2010). Dentro de las placas, los péptidos A tienen una conformacion a manera de
lamina B y polimeriza en formas estructuralmente distintas incluyendo las de tipo
fibrilar, estructuras protofibrilares y oligdmeros polimorficos (Kachooei et al., 2012).
La deposicion de AB y la formacion difusa de la placa conducen a procesos locales,
tales como la activacion microglial, la liberacién de citoquinas, astrocitosis reactiva

y una respuesta inflamatoria de mdltiples proteinas. Asimismo, existen multiples



cambios bioquimicos y estructurales alrededor de los axones, las dendritas y los
cuerpos celulares de las neuronas caracterizados por la pérdida de la sinapsis, la
pérdida o disminucion de la cantidad de neuronas y atrofia cerebral en pacientes

con EA (Barage y Sonawane, 2015).

Cuadro 2. Hipétesis de la cascada amiloide. Modificado de Haass y Selkoe, (2007).

De acuerdo a lo que se ha llamado Hipétesis de la Cascada Amiloide, el incremento
de fragmentos ApB potencializan la formacion de placas, la hiperfosforilacion de tau
para la formacion de MNF, la muerte neuronal y la consecuente respuesta
inflamatoria (Puzzo et al., 2015). Se conocen tres diferentes estadios de la placa,
segun el tiempo de la evolucién de la enfermedad: 1) placa difusa, 2) placa neuritica,
3) placa consumida. La placa al inicio de la patologia causa dificultad mecanica al



paso de neurotransmisores por ocupacion del espacio intersinaptico (Ramirez-Diaz
et al., 2011).

2.1.1.2. Hipdtesis de tau

Las proteinas tau se encuentran principalmente en las neuronas y pertenecen a la
familia de las proteinas asociadas a microtubulos (MAP) (Xiaoning, 2010). En el
cerebro adulto se han identificado seis isoformas de proteinas tau derivadas por
splicing alternativo del gen localizado en el brazo largo del cromosoma 17. Estas
proteinas juegan un papel importante en el ensamblaje de los microtibulos y la
estabilizacion de la red de microtibulos neuronales. La caracteristica mas llamativa
de la proteina tau es la presencia de un dominio de unién a microtubulos que se
compone de tres o cuatro repeticiones muy conservadas de 18 aminoacidos
localizados en el carboxilo terminal (C-terminal) de la proteina media. Este dominio
de union a microtubulos esta implicado en la polimerizacion y la estabilizacién de

microtubulos (Barage y Sonawane, 2015) (Figura 2).

La deposicion de la proteina tau en agregados insolubles se traduce en una pérdida
de la funcién tau por la cual conduce a la inestabilidad de los microtabulos
promoviendo la. neurodegeneracion. Se necesitan microtibulos intactos para el
transporte axonal y la funciéon normal de las neuronas; pues se sabe, desde hace
mucho tiempo, que la desestabilizacion de los microtdbulos ocasiona EA (Kalra y
Khan, 2015). La fosforilacion de la proteina tau esta regulada a partir del desarrollo
fetal hasta la etapa adulta. La proteina tau en el cerebro inmaduro es fosforilada en
seis a ocho sitios presentes en las isoformas mas cortas; mientras que, en el cerebro
adulto, de dos a tres sitios de fosforilacion estan presentes en seis isoformas. La
capacidad de unién a microtubulos de la proteina tau se puede regular con eficacia
después de la traduccién mediante la modulacion de la fosforilacion de serina o

treonina (Barage y Sonawane, 2015).
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Figura 2. Estructura del dominio de unién a microtibulos de la proteina tau con
sitios de fosforilacién. La hiperfosforilacién de tau por la quinasa de la glucégeno
sintasa 3p (GSK-3p) o la quinasa dependiente de ciclina (Cdk5) da como resultado
desestabilizacion de los microtibulos seguido por el desprendimiento de tau y la
auto-agregacion en filamentos helicoidales apareados. Modificado de Quefurth y
LaFerla, (2010).



El dominio de uniéon a microtubulos (MBD) de tau consta de cuatro secuencias
repetidas (R1-R4) de serina (S) y treonina (T), seguido de prolina (P). Estos
aminoacidos son hiperfosforilados por la quinasa de la glucégeno sintasa 3 (GSK-
3B), la quinasa dependiente de ciclina (cdk5) y su subunidad activadora p25 o
proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK). Del mismo modo, las quinasas
dirigidas a los sitios sin prolina tales como Akt, Fyn, la proteina quinasa A (PKA),
proteina quinasa 2 calcio-calmodulina (CaMKIl) y las quinasas reguladoras de la
afinidad de los microtibulos (MAPK) también estan involucrados en la

hiperfosforilacion de la proteina tau (Figura 2) (Mazanetz y Fischer, 2007).

En condiciones patolégicas se ha observado aumento anormal en los niveles de
proteinas tau hiperfosforilada en el citosol (Kuret et al., 2005). Las proteinas tau
hiperfosforiladas son polimerizadas en filamentos helicoidales apareados (PHF) y
filamentos rectos (SF) referidos como ovillos 0 MNF. La pérdida de la funcién normal
de tau conduce a una alteracion patolégica en funciones estructurales y reguladoras
del citoesqueleto. Estos afectan las funciones celulares normales de las neuronas,
tales como el mantenimiento de la morfologia apropiada, el transporte axonal, la

disfuncion sinaptica y la neurodegeneracion (Roy et al., 2005).

2.1.2. Epidemiologia de la EA

De acuerdo a lo publicado en el Informe Mundial sobre el Alzheimer de 2015, se
estima que, en el mundo, 46.8 millones de personas viven con demencia y se
proyecta que este nimero se duplicara cada 20 afios; alcanzando los 74.7 millones
en-el 2030 y los 131.5 millones en el 2050 (Figura 3). Estas cifras calculadas
recientemente significan aumento de un 12%-13% mas de las mencionadas en el

Informe Mundial sobre el Alzheimer del afio 2009.
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Figura 3. Numero de personas con demencia en el mundo (en millones) con alto,
medio y bajo ingreso en el afio 2015 y la perspectiva de casos-a futuro. Modificado
de World Alzheimer Report, (2015).

Las estimaciones de prevalencia de demencia en-personas de 60 afios y mayores,
van del 4.6% en Europa Central al 8.7% en Africa del Norte y el Medio Oriente; por
ello, la estimaciéon para cualquier otra region cae entre el 5.6% y el 7.6%. Cuando
comparamos las estimaciones realizadas en el 2009, la prevalencia actual es mayor
en el Este de Asia y Africa, porlo que conforme pasan los afios, los calculos quedan
subestimados con respecto a la realidad y que por ello es importante crear medidas

para evitar el avance de la enfermedad.

El 58% de las personas con demencia vive en paises clasificados por el Banco
Mundial como de bajos y medianos ingresos. Se estima que en estos paises la

proporcién aumentara al 63% en el 2030 y al 68% para el 2050.

La EA es considerada como el tipo mas comun de demencia, ya que corresponde
a_aproximadamente 50-60% de todos los casos. Sin embargo, debido a las
superposiciones en la sintomatologia, fisiopatologia y factores de riesgo, la EAy la

demencia vascular no son facilmente distinguibles (Rizzi et al., 2014).

En estudios previos se han identificado los factores de riesgo para la demencia que
son potencialmente modificables y se ha observado que estan relacionados con lo

siguiente:



e Lareserva cognitiva (educacion y el logro ocupacional).

e Factores de riesgo cardiovascular (tabaquismo, la hipertension, la diabetes
y la obesidad).

e Estilo de vida y factores psicosociales (depresion, actividad fisica y

consumo de alcohol) (Sosa-Ortiz et al., 2012).

En 2015, se estimo que alrededor de 44 millones de personas en el mundo tienen
EA o alguna demencia. Cada afio, aparecen 4.6 millones de nuevos casos
demencia. Menos del 2% de todos los casos de demencia tipo Alzheimer son

pacientes con EA de tipo familiar (Van Cauwenberghe et al., 2015).

En México, la Secretaria de Salud a través del Instituto Nacional de Geriatria,
reporté que hacia finales del afio 2015 habia alrededor de 850 mil casos con EA, y
la incidencia de la enfermedad es de 25 por cada mil personas mayores de 60 afos
por afio. Esto se debe a las condiciones de vida de la poblacion en general, tales
como la dieta, la actividad fisica y el estrés, que conducen a procesos patologicos
como la obesidad, la diabetes, la hipertension; los cuales generan o aceleran la

progresion del deterioro cognitivo. (SSA, 2015).

2.1.3. Diagnéstico de la EA

Existe un gran interés en la identificacion de pacientes en estadios tempranos de la
enfermedad, antes de la manifestacion clinica de demencia, a fin de proporcionar
una-intervencion temprana eficaz que tiene como objetivo retrasar el deterioro
cognitivo. El diagnostico definitivo de la EA requiere un examen microscopico
detallado de la autopsia del cerebro. Hoy en dia, la EA puede ser diagnosticada con
mas de 95% de precision en pacientes vivos, mediante el uso de una combinacion
de herramientas. Estas incluyen tomar una historia clinica cuidadosa de los
pacientes y sus familias, y la evaluacién de la funcién cognitiva mediante pruebas

neuropsicoldgicas (Isik, 2010).
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En el presente, la Unica forma definitiva de diagnostico es determinar si hay placas
AB y MNF en el tejido cerebral; sin embargo, para observar el tejido cerebral es
necesario realizar biopsia o autopsia, por lo cual los médicos sélo pueden hacer un
diagndstico posible o probable de la enfermedad mientras la persona esté viva. En
centros especializados puede diagnosticarse acertadamente la enfermedad hasta
en 90% de los casos. Para ello, se utilizan varios instrumentos, entre los cuales se

encuentran:

e Historial clinico adecuado.

e Valoracion de la capacidad para llevar a cabo las actividades diarias.

e Pruebas neuropsicolégicas de memoria, resolucion de problemas, atencion,
calculo y lenguaje.

e Estudios clinicos (pruebas de sangre, orina o liquido cefalorraquideo).

e Estudios de imagen (tomografia, resonancia magnética o gammagrafia) (Xu
et al., 2016).

Dado que el diagnéstico de EA en vida es eminentemente clinico, se han
determinado criterios que deben cumplirse para definirlo; los mas conocidos y
utilizados son los del Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-1V) (Cuadro 3) y del Instituto Nacional de Trastornos Neurolégicos y
Trastornos Relacionados con la Enfermedad de Alzheimer y Enfermedad Vascular
(NINCDS-ADRDA) (Ramirez-Diaz y col., 2011).

2.1.4. Clasificacion de la EA

La EA ha sido clasificada en dos tipos de acuerdo a sus caracteristicas patologicas
y edad de aparicion (Shea et al., 2015). La EA puede ser de tipo familiar (inicio
temprano) o esporadico (inicio tardio) (Mena-Lépez y col., 2005). El riesgo genético
en la EA familiar de inicio temprano difiere del de la forma de inicio tardio o

esporadico de la enfermedad (Chu, 2012).
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Cuadro 3. Criterios para el diagnéstico de EA de acuerdo al DSM-IV

A. Desarrollo de déficit cognitivos multiples manifestado por:

1. Trastorno de memoria (pérdida de la habilidad para aprender nueva informacién o recordarla
informacion aprendida)
2. Al menos uno o dos de los siguientes trastornos:
e Afasia (alteracion de lenguaje).
e Apraxia (alteracion en la habilidad para desarrollar actividades motoras a pesar de una
funcion motora intacta).
e Agnosia (alteracion en la capacidad para reconocer objetos a pesar de una funcion
sensorial intacta).
e Trastorno de funciones ejecutivas (planificacion, organizacion, abstraccion, juicio,

funciones visuoespaciales).

B. El déficit cognitivo en los criterios Al y A2 representa una disminucién del funcionamiento
previo y causa una alteracion significativa en las actividades social y ocupacional.
C. Elcurso es caracterizado por un comienzo gradual y deterioro cognitivo continuo.

D. El déficit cognitivo en los criterios A1y A2 no debe ser ocasionado por alguno de los siguientes:

e Otras causas que ocasionen déficit progresivo en la memoria y cognicion (enfermedad
cerebrovascular, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, hematoma
subdural, hidrocefalia normotensa, tumor cerebral).

e Enfermedades sistémicas que causen demencia (hipotiroidismo, deficiencia de
vitamina B12 y acido félico, deficiencia de niacina, hipercalcemia, neurosifilis, infeccion

por VIH).

E. No se manifiesta exclusivamente en el curso de un delirio (pero demencia y delirio pueden
coexistir).

F. Eltrastorno debe tener cierta gravedad para repercutir en la vida diaria del paciente.

G. Eltrastorno debe ser adquirido.

H. La alteracidn es explicada por otra enfermedad psiquiatrica.

Fuente: Ramirez-Diaz et al., (2011).
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2.1.4.1. Enfermedad de Alzheimer familiar (EAf)

La EA de aparicién temprana (<60 afios de edad) o familiar autosémica dominante
(EAf) se presenta en el 0.5 % de todos los casos de EA en individuos con historial
familiar de al menos tres generaciones. Aproximadamente, el 50 % de los casos de
EAf acarrean mutaciones en cualquiera de los genes llamados presenilina-1 (PSEN-
1), presenilina-2 (PSEN-2) y la proteina precursora amiloide (APP), por sus siglas
en inglés Amyloid Precursor Protein. Juntas, explican el 5-10% de la.ocurrencia en
la EAf. La identificacion de mutaciones en estos genes no sélo ha proporcionado
conocimientos importantes en los mecanismos moleculares y rutas implicadas en la
patogénesis de la EA sino que también condujo a los objetivos valiosos que
actualmente se utilizan en el diagnéstico y el desarrollo de farmacos (Van
Cauwenberghe et al., 2015). En estos pacientes han sido identificadas mas de 230
mutaciones en cualquiera de los tres genes involucrados en la EAf. Estas
mutaciones incrementan la produccion de fragmentos Af de 42 aminoacidos (Ap42),
el fragmento neurotdxico mas comun en pacientes con EA, lo cual resulta en una

aparicion joven de la EAf (Shea et al., 2015).

2.1.4.1.1.  Proteina Precursora Amiloide (APP)

Los genes que codifican para la proteina precursora amiloide se encuentran en el
cromosoma 21 (21g21.2-21g21.3) y fueron unos de los primeros genes causales
identificados para la EA. Hay al menos 10 isoformas de APP diferentes. La funcion
exacta de la APP no esta definida, pero varias funciones posibles se han sugerido
como el desarrollo sinptico, la migracién neuronal, o como un receptor. Como se
muestra en la Figura 4, la APP se escinde en moléculas A, incluyendo ApB42, que
se secretan y después se puede acumular en el cerebro formando placas neuriticas
(Ridge et al., 2013). La APP es procesada proteolitcamente por la o—, f—,y
y—secretasas (Cuadro 4) siguiendo dos rutas: la constitutiva (no amiloidogénica) o

la amiloidogénica, generando la produccion de diferentes péptidos. En la ruta
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constitutiva, la protedlisis de la proteina APP por las o— y y—secretasas resulta en
fragmentos no patdgenos (sAPPa y el fragmento C-terminal o); sin embargo, en la
via amiloidogénica, enriquecida en las neuronas, la consecuente proteolisis de la
APP por la B-secretasa y la y-secretasa da lugar a una mezcla de péptidos Ap con

diferentes longitudes (Van Cawenberghe et al., 2015).

Procesamiento de la Proteina Precursora Amiloide

: —c

v

I 2 4
g _a?
Ruta No Amiloidogénica Ruta Amiloidogénica
a—secretasa p-secretasa
i m
pal B Y
I sAPPa . C83 J [ sAPPp - C99 ]
ACD p3 (AB]
No!éxicﬂ Téxica y se acumula en compartimentos celulares
(Individuos sanos) (Pacientes con demencia y EA)

Figura 4. Vias amiloidogénica y no amiloidogénica para la generacion de péptidos
ApB en neuronas. Modificado de Spuch et al., (2012).

Cuadro 4. Grupo de proteinas pertenecientes a las tres secretasas

Secretasa Miembro en mamiferos

a—secretasa ADAM9, ADAM10, ADAM12, ADAM17, ADAM19 vy
MDC9

p—secretasa BACE1ly BACE2

y—secretasa PSEN1, PSEN2, nicastrina, APH-1, y PEN-2

Fuente: Modificado de Sun et al., (2015).
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2.1.4.1.2. a-secretasa

Secretasa es un término genérico acufiado hace mas de 20 afos para referirse a
un grupo de proteasas responsables de la escision de un gran nimero de proteinas
de membrana. Estos eventos endoproteoliticos resultan en la liberacién extracelular
o intracelular de metabolitos solubles asociados con una amplia gama de funciones
fisiolégicas intrinsecas. La o-secretasa se refiere a la actividad sobre su proteina
blanco, la APP, y la generacion de sAPPa, un fragmento extracelular soluble
potencialmente asociado con funciones neurotréficas y neuroprotectoras. La
escision de la APP por la a-secretasa (Figura 4) se produce en el centro de la
secuencia del péptido Ap entre Lys-16 y Leu-17. El sitio preciso en el que tiene lugar
la escision se cree que esta determinado principalmente por una conformacion o-
helicoidal y una distancia de 12-13 residuos-de la union hidrolizada de la membrana.
La actividad a-secretasa sobre la APP conduce a la produccion de un fragmento
carboxiterminal anclado a la membrana llamado C83 y para la liberacion extracelular
del fragmento soluble sAPPa. Varias proteasas de la familia de las desintegrinas y
metaloproteinasas (ADAM), incluyendo ADAM10 y ADAM17, han sido directa o
indirectamente asociadas con actividades a-secretasa constitutiva y reguladora. Las
ADAMs son caracterizadas por la presencia de dominios de aminoacidos
conservados requeridos para dirigir proteinas a rutas secretoras; le sigue un
prodominio, responsable del plegamiento correcto de las proteinas; un dominio de
metaloproteina, un dominio desintegrina, una regién rica en cisteina, un dominio
parecido al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (excepto para ADAM10 y
ADAML17), un dominio transmembranal y un dominio citiplasméatico (Vingtdeux y
Marambaud, 2012).

2.1.4.1.3. B-secretasa

Poco después de la caracterizacion de la APP, su procesamiento y la produccién
de AB, a principios de 1990, los intensos esfuerzos en el mundo académico y la

industria farmacéutica estaban en marcha para identificar a la - y y-secretasas, ya
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que estaba claro que estas enzimas eran dianas terapéuticas principales para la
EA. Ensayos genéticos, bioquimicos y celulares fueron desarrollados
especificamente para la identificacion de dichas secretasas. En 1999, cinco grupos
independientemente descubrieron la identidad molecular de la enzima p-secretasa
y la llamaron BACE, Asp2, o memapsina 2. Los grupos utilizaron metodologias
experimentales diferentes, incluyendo la clonacion de expresion, estrategias
genomicas, y purificacion bioquimica, para descubrir la B-secretasa (en adelante,
BACEL). Todos llegaron a la misma secuencia de polipéptido a partir de estos
diferentes enfoques, aumentando asi la confianza de que la auténtica enzima j-
secretasa habia sido identificado (Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Sinha et al.
1999; Hussain et al., 1999).

La caracterizacion inicial de BACE1 demostro que la enzima exhibia todas las
propiedades moleculares y celulares esperadas para la B-secretasa (Vassar et al.,
2010). BACE1 es una proteasa aspartica transmembranal compuesta por 501
aminoacidos de tipo | que esta relacionada con la familia de la pepsina y las
proteasas asparticas retrovirales. El dominio catalitico BACE1 contiene dos motivos
importantes con sitio activo de acido aspartico (DT / SGS / T) que estan separados
por aproximadamente 200 residuos, similar a las pepsinas (Figura 5). El sitio activo
de la enzima se orienta topolégicamente en el mismo lado de la membrana como el

sitio de escisidn B-secretasa de APP (BACE), como se requiere para la B-secretasa.

Por otra parte, BACEL esta localizada dentro de los compartimentos intracelulares
acidos, incluyendo endosomas y la red trans-Golgi, y tiene actividad enziméatica
optima a pH acido, como se habia predicho para la B-secretasa. BACEL se expresa
en niveles bajos en la mayoria de los tipos de células del cuerpo, aunque es mas
altamente expresado en las neuronas. Por ultimo, BACEL1 tiene la especificidad de
escision correcta prevista para la B-secretasa: BACE1 escinde en Asp+1 y Glu+11
de la secuencia AB; la sobreexpresion y la expresion disminuida de BACE1 aumenta

y disminuye la produccion de sAPPB, C99, y de A, respectivamente; le expresion

16



disminuida de BACE1 aumenta la produccion de sAPP y de p3; secuencia de
especificidad de BACEl en P1 es Leu >> Met> Val. En conjunto, estas
caracteristicas de BACEL hicieron un muy fuerte candidato B-secretasa (Vassar et

al., 2014).
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Figura 5. Estructura de BACEL. Los motivos importantes con sitio activo de acido
aspartico con posiciones en los aminoacidos 93 y 289 estan marcados en negro.

Modificado de Vassar et al., (2014).
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Poco después de que fue BACEL1 fue identificado, otra aspartil proteasa que escinde
de APP dentro de la secuencia de B-amiloide fue secuenciada. Esta proteina se
llamo6 BACE2 (memapsina 1, Aspl). Tanto BACEL1 (localizado en el cromosoma 11q
23.2) como BACE2 (localizado en el cromosoma 21g22.3) presentan 64% de
similitud de aminoacidos (Sathya et al., 2012). Una de las diferencias de BACE2 con
BACEL1 es que ésta se encuentra expresada en astrocitos, mientras que BACEL en
neuronas; ademas, se ha observado que BACEZ2 tiene efectos neuroprotectores, ya
que fue reportado que la sobreexpresion de BACE2 en cultivos primarios de
neuronas derivados de ratones transgénicos APP redujo la produccién de péptidos
AB (Sun et al., 2005).

2.1.4.1.4. Presenilinas

Las presenilinas pertenecen a la familia de las proteasas de aspartato y que estan
involucradas en la protedlisis intramembranal regulada, un mecanismo que se utiliza
para escindir enlaces peptidicos dentro de la bicapa lipidica. Las presenilinas son
holoproteinas de 50 kDa que contienen 9 dominios transmembranales y residen
principalmente en la membrana del reticulo endoplasmico (RE), el grupo amino-
terminal se encuentra orientado hacia el citosol y el carboxi-terminal hacia el lumen
del RE. Las presenilinas se encuentran acopladas con subunidades proteicas como
la nicastrina, la faringe anterior defectuosa-1 (APH-1) y el potenciador de
presenilinas 2 (Pen-2) que producen el complejo multimérico y—secretasa (Figura
6), el cual es transportado a las estructuras de la superficie celular y endosomal
para -escindir proteinas transmembranales de tipo | como Notch y la proteina
precursora de amiloide (APP) (Supnet y Bezprozvanny, 2011). Ademas de producir
el fragmento AB, el complejo y-secretasa genera un fragmento derivado del dominio
intracelular de la APP (AICD), el cual posee actividad transcripcional y puede regular
la transcripcion de multiples genes incluyendo APP, la glucégeno sintasa quinasa
3B (GSK-3p), el gen de la secuencia 1 del sindrome de Kallman (KAI1), la neprilisina,

BACEL, el gen supresor de tumores p53, el receptor del factor de crecimiento
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epidérmico (EGFR), y la proteina relacionada al receptor de la lipoproteina de baja
densidad (LRP1) (Zhang et al., 2014).

B-secretasa

Nicastrina

y-secretasa

Figura 6. Diagrama de APP vy la produccion de AB. Modificado de Nestler et al.,
(2009).

2.1.4.2. _Enfermedad de Alzheimer esporadica (EAS)

El otro tipo de EA es la EA de aparicion tardia (>65 afios de edad) o esporadica
(EASs), que usualmente tiene una aparicion esporadica y es multifactorial, de ahi su
nombre. Los factores de riesgo que se presentan con mayor incidencia en los
pacientes con EAs son la diabetes, la hipertension, la hipercolesterolemia, obesidad
y.sindrome metabdlico, los cuales estan relacionados al metabolismo de lipidos. La
EAs ha sido asociada a fenomenos de estrés oxidativo, dafio mitocondrial,
polimorfismos en ApoE y dafio del endotelio vascular (Luque-Contreras et al., 2014)
qgue conllevan al incremento de fragmentos Ap42 conduciendo a una elevacion en

la formacion de placas amiloides y de procesos excitotéxicos.
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2.1.4.2.1. Factores de riesgo de la EA esporadica

Los factores de riesgo de la EAs son clasificados como genes de susceptibilidad y
los no genéticos. La EAs también tiene como un fuerte componente genético a la
Apolipoproteina E (ApoE) (Ramiez-Diaz et al., 2011). La identificacion de nuevos
loci que incrementan el riesgo de EAs es fundamental para la comprension de la
etiologia subyacente de la EA. Estudios de asociacion del genoma completo han
identificado polimorfismos en o cerca de varios genes que estan asociados con el
riesgo de la EA, incluyendo ABCA7, CLU, CR1, CD33, CD2AP, EphAl, BIN1,
PICALM y MS4A (Figura 7) (Karch y Goate, 2015).
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Figura 7. Variantes raras y comunes que contribuyen al riesgo de la EAs obtenidos
mediante estudios de asociacién del genoma completo. Modificado de Karch y
Goate, (2015).

Entre los factores de riesgo no genéticos para la EAs se encuentran la edad, el sexo,
la actividad fisica, la obesidad, la hipertension a mediana edad, y diabetes mellitus.
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Estudios de meta-andlisis han demostrado que la razén de posibilidades de que las
mujeres desarrollen la EA en relacién con los hombres es de 1.56. Asimismo,
estudios epidemiolégicos recientes han demostrado que procesos patolégicos como
la obesidad, la hipertension y la diabetes mellitus incrementan el riesgo de padecer
la EAs con cocientes de riesgo de 1.80 y 1.39 para obesidad y diabetes,

respectivamente (Shinohara et al., 2014).

21.4.2.1.1. Apolipoproteina E (ApoE)

Las apolipoproteinas son una familia de proteinas implicadas en la homeostasis de
los lipidos. Estas proteinas se uneny transportan los lipidos a través de los sistemas
linfatico y circulatorio. Dos apolipoproteinas diferentes y un transportador ABC han
demostrado estar asociados con EA. El primero es la apolipoproteina E (ApoE), que
se encuentra en el cromosoma 19 (19913.2) y consta de cuatro exones totales (tres
codificantes). Sélo hay una isoforma principal, que codifica la proteina de 299
aminoécidos de longitud y una masa molecular de ~46kDa. ApoE es un componente
de los quilomicrones y desempefa un papel fundamental en el aclaramiento de

lipoproteinas de muy baja densidad de la circulacion.

La alteraciébn en la funcién de ApoE resulta en un aumento de los niveles
plasmaticos de -colesterol y triglicéridos. Hay tres alelos primarios ApoE ¢€2:
(rs429358), €3 (tipo salvaje), y €4 (rs7412). Estos alelos difieren por sustituciones
en las posiciones 112 y 158 (posiciones de proteinas que corresponden a la
proteina procesada) donde el alelo de tipo salvaje €3 es Cis112 y Arg158, €2 es
Cysll2 y Cis158 y €4 es Arg112 y Arg158. €3 tiene estimada una frecuencia de la
poblacién de 78,3 %, mientras que €2 tiene una frecuencia de la poblacion de 6,4 %
y €4 14,5 %. El alelo €4 es el factor de riesgo genético conocido mas importante
para la EA de aparicion tardia (Ridge y col., 2013; Holtzman y col., 2012).

El factor de riesgo mas ampliamente estudiado para la Enfermedad de Alzheimer
es la Apolipoproteina E (ApoE). Las personas que llevan una o dos copias del alelo
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€4 de la ApoE tienen un riesgo incrementado de desarrollar la Enfermedad de
Alzheimer, sin embargo el alelo €4 no es necesario o suficiente para causar la EA

(Prasanthi y col., 2010).

La ApoE es producida principalmente por el higado, los macréfagos y el SNC. En el
SNC ésta es producida mayoritariamente por los astrocitos y la microglia; sin
embargo, la expresion neuronal de la ApoE puede ser inducida en respuesta a
estrés o dafo, probablemente para el proposito de reparacion y remodelamiento

neuronal.

La ApoE esta estrechamente ligada al transporte del colesterol desde la sangre
hacia el cerebro y vehiculo de colesterol desde los astrocitos hacia las neuronas via
receptores ApoE, los cuales son miembros de la familia de receptores a
lipoproteinas de baja densidad (LDLR) (Liu et al., 2013; Holtzman et al., 2012); esto
ha sido propuesto debido a que la ApoE en los quilomicrones es el mayor
transportador de colesterol en el cerebro y por lo tanto es esencial para la
sinaptogénesis en las neuronas, entonces las diferencias dependientes de isoforma
de la ApoE en estos procesos pueden impactar negativamente en la plasticidad
sinaptica o en la recuperacién neuronal de la neurodegeneracion, como puede
ocurrir en la EA; en respuesta a dafio excitotdxico, las neuronas responden con un
incremento significativo de la expresion de ApoE (Rohn, 2013); la presencia del alelo
e4 de la ApoE esta asociado con un incremento en los niveles de colesterol en
plasma. Por la conexion ApoE-colesterol, la homeostasis del colesterol ha sido
considerada desde la década pasada como un potencial factor de riesgo para la EA
(Prasanthi et al., 2010).

En la EA esporadica o de aparicion tardia, el alelo €4 de la apolipoproteina-E
aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad como un gen de susceptibilidad, los
genotipos ApoE €2/e4 o €3/e4 aumentan el riesgo aproximadamente tres veces, y el
genotipo ApoE €4/e4 aumenta el riesgo aproximadamente 15 veces. El riesgo

atribuible a la poblacion (es decir, la proporcién con EA de inicio tardio asociado con
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ApoE) se estima en 20%, por lo que es el factor de riesgo mas importante. Las
variantes alélicas ApoE pueden estar implicadas en la degradacion o eliminacién de
AP desde el cerebro (Chu, 2012).

La manera en que la ApoE-4 interviene en la etiopatogenia de la EA no se conoce
con certeza, sin embargo existen algunas teorias, quiza la mas consensuada apunta
a que esta lipoproteina coadyuva en la fijacion del A intraneuronal; las siguientes
evidencias en parte apoyan la hip6tesis anterior: a) las personas con enfermedad
de Alzheimer poseen mayor carga para ApoE-4; b) este grupo tiene mayor cantidad
de depositos de amiloide y de placas neuriticas que personas sanas c) compromete
los caminos metabdlicos del AB, y d) predispone a las lesiones neurofibrilares

actuando directamente en los microtubulos neuronales (Garcia et al., 2009).

La acumulacion de AB y tau hiperfosforilado en el cerebro juegan un papel muy
importante en los procesos neurodegenerativos que ocurren en la EA por
potenciacion del dafio neuronal. En adicion a AB y tau fosforilada, el estrés oxidativo
es un importante marcador de EA; ademas, el estrés oxidativo puede ser el cambio
mas temprano que ocurre en la patogenia de la EA. La hipercolesterolemia es un
factor que causa estrés oxidativo por incremento de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Subsecuente al estrés oxidativo, los niveles de
isoprostanos F2-incrementan y los niveles de glutation (GSH). El estrés oxidativo
puede también activar el reticulo endoplasmico (RE) en respuesta al estrés, y el
constante estrés del RE puede conducir a mayor dafio oxidativo y muerte celular
(Prasanthiy col., 2010).

2.1.4.2.1.2. Hipercolesterolemia

Altos niveles de colesterol en suero y plasma han sido sugeridos como un factor de
riesgo para la EA. En el cerebro adulto, la sintesis de colesterol primaria se produce

en los astrocitos y, en menor medida, en las neuronas; se transporta dentro del
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cerebro por lipoproteinas de alta densidad locales (HDL). Los niveles de LDL
(lipoproteina de baja densidad) se encuentran elevados constantemente en
enfermedades cardiovasculares, ademas de que se observa un aumento de la
modificacion oxidativa sistémica (oxLDL) y la nitracibn durante la

hipercolesterolemia.

El colesterol que es sintetizado de novo y absorbido de la dieta puede ser oxidado
a través de mecanismos enziméticos o no enziméaticos. La oxidacién del colesterol
juega un papel importante para la produccion de moléculas intermediarias activas
gue estan implicadas en rutas sintéticas para los acidos biliares, hormonas y la
vitamina D. La oxidacion no enzimatica de colesterol requiere metales de transicion
0 especies reactivas de oxigeno que se encuentran inevitablemente en los sistemas
biolégicos. Se han reportado algunos colesteroles oxidados (Oxisteroles) entre los
cuales se incluyen el 6-colesten-5a-hidroperéxido, 7-oxocolesterol (7-
cetocolesterol), 73-OHC (7B-hidroxicolesterol), 7- dehidrocolesterol y 25-OHC (25-
hidroxicolesterol), como se muestra en la Figura 8 (Dias et al., 2014).

Oxisteroles como 24-OHC y 27-OHC han sido implicados en la patogénesis de la
EA. El 24-OHC es producido exclusivamente por la 24S-hidroxilasa especifica de
cerebro (CYP46A1) y representa un mecanismo homeostético para remover el
exceso de colesterol a través de un gradiente de concentracién via barrera
hematoencefalica (BHE). Por otro lado, el 27-OHC es producido mayoritariamente
fuera del cerebro, y es formado por la enzima 27-hidroxilasa (27-OHC), que esta

presente en muchos érganos y tejidos (Lim et al., 2014).
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Figura 8. Vias de sintesis de colesterol. Modificado de Lim et al., (2014).

2.1.4.2.1.3. Hipertension

Varios estudios han relacionado la hipertension con la atrofia cerebral, lesiones de
sustancia blanca, y la generaciéon de MNF, por lo tanto, una asociacion entre la
hipertension y la EA es concebible. Sin embargo, esta asociacion es compleja y
difiere con la edad. Varios estudios muestran que la hipertensiéon a mediana edad
se encuentra relacionada con un mayor riesgo de EA, mientras que otros estudios
No encontraron una asociacion entre la hipertension en la edad avanzada y la

demencia (de Bruijn e lkram, 2014).
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2.1.4.21.4. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) representa otra enfermedad prevalente asociada
con obesidad y a menudo con el envejecimiento y es considerada como un factor
de riesgo para la EA. La T2DM es caracterizada por altos niveles de glucosa en
sangre gque resulta en una produccién de glucosa hepatica incrementada, el
deterioro de la produccion de insulina por las células B-pancreéticas y la resistencia
a la insulina (Butterfield et al., 2014). Los pacientes con T2DM presentan mayores
riesgos de complicaciones cerebrales, incluyendo accidentes cerebrovasculares,
deterioro cognitivo y demencias. Estos riesgos también se agregan a un conjunto
de complicaciones sistémicas, tales como retinopatia, nefropatia y neuropatia
periférica, acompafiando anomalias en la  microcirculacion vy lesiones

macrovasculares en diversas arterias sistémicas (Peila et al., 2002).

Los mecanismos patogénicos a través de los cuales la T2DM provoca deterioro
cognitivo no estan claramente establecidos. Los escenarios propuestos entre la
diabetes y la demencia son numerosos: lesiones vasculares, inflamacion, estrés
oxidativo, elevacién de los productos finales de la glucdlisis, resistencia a la insulina
y anormal sefializacion de sus receptores, degradacion de la insulina y su relacion
con los depésitos de proteina Ap (Miyakawa, 2010; Kapogiannis y Mattson, 2011).
Dos de las hipétesis acerca de la patogenia que origina la neuropatia diabética estan
basadas en cambios microangiopaticos y en las anomalias metabdlicas
relacionadas con la insulina y la glucosa. También ha surgido una tercera hipotesis

multifactorial que involucra al estrés oxidativo (Dominguez et al., 2014).

Numerosas investigaciones sustentan la hipotesis que la EA responde a una
patogenia basada en alteraciones de la energia neuronal, originada por
insuficiencias en la funcidn de la glucosa. Las anomalias metabdlicas estan
relacionadas con el factor insulinico de crecimiento cerebral, que regula la

produccion de energia y la resistencia a la insulina (Dominguez et al., 2014).
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Asimismo, la resistencia a la insulina fue revelada en pacientes con EA al ser
comparados con controles no dementes: en pacientes con EA se hallan mayores
valores de hiperglucemia y mayor numero de ovillos neurofibrilares. La resistencia
a la insulina y la hiperinsulinemia generan engrosamiento de las paredes de las
arterias y variaciones asociadas a modificaciones en la permeabilidad vascular que

conllevan a la isquemia tisular (Kubota et al., 2003).

La diabetes resulta en una sefializacion de insulina disfuncional que lleva a la
disminucion de la actividad de la via de mTOR (Figura 9) la cual termina en una falla
de la autofagia para la acumulacion de A, inhibe la re-entrada de neuronas post-
mitéticas en el ciclo celular, estimula vias de crecimiento anormal, genera la pérdida
del control traduccional y el dafio a la neurogénesis (Sandhir y Gupta, 2015). La
quinasa S6 (S6K) es activada por mTOR para fosforilar y degradar al sustrato del
receptor de insulina-1 (IRS-1) que en Ultima instancia conduce a la desensibilizacion
de la insulina. La sefalizacion mTOR tiene interaccion con proteinas Ap y tau que
son dos marcadores de la EA en sus formas agregadas, ademas, se informé en
2012 que el péptido AP es un activador de la via PI3K / Akt y que enciende la
casdada de mTOR (Oddo, 2014).

En trabajos previos se encontro la orquesta molecular rio abajo de los receptores a
insulina y se especul6 que la activacion de estos lleva a activar la cascada
PI3K/PKB, en donde GSK3p, que es una proteina muy importante de esta via,
participa en la depresién y la potenciacion a largo plazo (LTP/LTD), que es un unico
mecanismo de formacion de la memoria y la plasticidad sinaptica. Aparte de la
insulina, PI3K puede ser activado por multiples ligandos del factor de crecimiento
incluyendo el factor de crecimiento nervioso, el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF), el factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF) y el factor
de crecimiento insulinico-1 (IGF-1) (Sandhir y Gupta, 2015).
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Figura 9. Esquema de la interseccion de la via de rapamicina entre la diabetes
mellitus tipo 2 (T2DM) y la Enfermedad de Alzheimer (EA). Modificado de Sandhiry
Gupta, (2015).

Un mecanismo comudn entre la diabetes y la EA es la inflamacion, para lo cual se ha
reportado en estudios previos en pacientes con EA una elevacién de los niveles de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-13, etc; sin embargo, en pacientes
con diabetes, la elevacion de TNF-a desencadena la activacion de diversas
quinasas de estrés que fosforilan a IRS-1 (en residuos de serina inhibitorios) e
interrumpe la sefializacion de insulina (Figura 10), mientras que el bloqueo de TNF-
a rescatoé sus efectos en un modelo de ratén obeso. JNK y la proteina quinasa
dependiente de ARN de doble cadena son las principales quinasas de estrés que
son importantes reguladores comunes entre la inflamacion y el metabolismo. Dado
que la sefializacion de la insulina contribuye al funcionamiento normal de las
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neuronas, cualquier alteracion mediada por inflamacion en estos, resulta en una

funcion neuronal defectuosa (Sandhir y Gupta, 2015).
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Figura 10. Representacion de la via comun entre la disfuncién de la sefial de
insulina en la EA 'y diabetes mellitus de la cascada inflamatoria. Modificado de

Sandhir y Gupta, (2015).

2.1.4.2.2. Efectos de los factores de riesgo de la EAs en la
neurodegeneracion
2.1.4.2.2.1. Estrés oxidativo

Se ha informado ampliamente que los radicales libres son patologicamente
importantes en las enfermedades neurodegenerativas, y que el tejido cerebral esta

expuesto al dafno oxidativo durante el desarrollo de la EA, ya desde su inicio
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temprano (Gamba et al., 2015). El estrés oxidativo puede ser definido como un
desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o su
eliminacion (Lugue-Contreras et al., 2014).

Las neuronas contienen gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
que pueden interactuar con las ROS (Cheng y Zhong, 2014). A bajas
concentraciones, las ROS participan en la regulacion del funcionamiento de la célula
mediante la activacion de cascadas de sefializacion intracelular, mientras que a
concentraciones mas altas ROS puede causar estrés oxidativo, una condicién en la
que la produccion de ROS supera las defensas antioxidantes, resultando en dafios
en lipidos, proteinas y ADN (Valko et al., 2007), generando biomarcadores tanto en
pacientes con EA como en modelos animales de la EA; entre estos marcadores
sanguineos estan los carbonilos proteicos, 3-nitrotirosina, 8-hidroxidesoxiguanosina
(8-OHdG), 8-hidroxiguanosina (8-OHG), malondialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal
(4-HNE) e isoprostanos-F2 (F2-IsoPs) (Chen 'y Zhong, 2014).

El estrés oxidativo es una caracteristica de envejecimiento y de las enfermedades
relacionadas con la edad, incluyendo la EA. Debido a su alta tasa de consumo de
oxigeno, la presencia de metales redox-activos y de limitadas defensas enzimaticas
antioxidantes, el cerebro es particularmente vulnerable al dafio oxidativo (Aliev et
al., 2011), ademas, el aumento de los niveles de peroxidacion de lipidos y la
oxidacion de &cidos nucleicos son una hallazgo consistente en el cerebro de
pacientes con EA (Smith et al., 2000).

El cerebro es particularmente vulnerable al dafio oxidativo por numerosas razones,
pero principalmente porque utiliza alrededor del 25% del oxigeno respirado, con el
consiguiente aumento de los radicales libres; también contiene altas
concentraciones de hierro catalitico y lipidos, los cuales se oxidan facilmente por los
radicales libres. Ademas, el cerebro contiene niveles relativamente bajos de
antioxidantes y enzimas de defensa antioxidante, y por lo tanto no es muy eficiente

en la eliminacion de radicales libres (Mazzetti et al., 2015). Debido a que el cerebro
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tiene un alto contenido de lipidos, es extremadamente vulnerable a especies
oxidativas, con el consiguiente incremento de la peroxidacion lipidica y la oxidacion
del colesterol, y la subsiguiente formacion de productos finales, principalmente 4-
HNE y oxisteroles, respectivamente, de los dos procesos (Sottero et al., 2009; Reed,
2011).

Como se muestra en la Figura 11, la disfuncion mitocondrial, la acumulacion de
metales, inflamacion y la acumulacion de AB son los mecanismos béasicos

importantes generados por estrés oxidativo (Chen y Zhong, 2014).
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Figura 11. Mecanismos de estrés oxidativo en la EA. Modificado de Luque-
Contreras et al., (2014).

31



2.1.4.2.2.2. Dafo mitocondrial

En todas las células eucariotas, las mitocondrias son los organulos responsables de
proporcionar la energia necesaria para procesos celulares metabdlicos bajo
condiciones aerdbicas. En las neuronas, las mitocondrias tienen especial
importancia debido a sus altas tasas metabdlicas aerdbicas y morfologia compleja,
ademas de su papel como proveedor de trifosfato de adenosina (ATP) como una
fuente de energia para la liberacion y recaptacion de neurotransmisores. La funcion
mitocondrial en neuronas es también crucial para el soporte de la maquinaria
sinaptica, que es considerada un factor limitante de la sinaptogéneis y de la
plasticidad neuronal. Adicionalmente, hay una correlacion positiva entre la densidad
mitocondrial de neuritas y el nimero de espinas dendriticas (Luque-Contreras et al.,
2014).

El dafio mitocondrial ha sido observado como una caracteristica de muchas
enfermedades neurodegenerativas, aun antes de que aparezcan algunas imagenes
y sintomas distintivos de la-enfermedad (Lugue-Contreras et al.,, 2014). La
disfuncién o dafio mitocondrial es otra caracteristica de la patogénesis de la EA. Los
dafos en las mitocondrias generan tipicamente defectos en la cadena del transporte
de electrones; éstos.contribuyen tanto a la hiperproduccion de una variedad de
ROS, y a la carencia de varias enzimas clave responsables del metabolismo
oxidativo que, a su vez, causan dafo y muerte celular eventual. Por otra parte, se
ha demostrado que las especies oxidativas, a través del deterioro mitocondrial,
causan la hiperfosforilacion de tau que conduce a la pérdida neuronal y de la

sinapsis (Gamba et al., 2015).

El péptido AB es uno de los factores mas importantes culpables de la disfuncion
mitocondrial y que contribuyen a la produccion de ROS en la EA (Chen y Zhong .
Las funciones mitocondriales que pueden ser afectadas en la EA pueden ser

observadas en la Figura 12 y se enlistan a continuacion:
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Disfuncién de la cadena de transporte de electrones inducida por AS. Una de
las vias por la cual el péptido AB dafia la mitocondria es por disminucion de
la actividad de enzimas involucradas en la cadena de transporte de
electrones. Ha sido reportado que la mitocondria de neuronas de ratones
hAPP, la actividad del complejo IV (citocromo oxidasa) y la proporcion del
control respiratorio se encontraron disminuidas, mientras que el estrés
oxidativo, medido como niveles de 4-HNE y perdxido de hidrégeno,
incrementaron en comparacion con ratones controles (Du et-al., 2010). Esto
es debido a que el péptido Ap es capaz de disminuir la actividad del complejo
IV, por unidn directa con la subunidad 1 de la enzima citocromo c oxidasa
(Lugue-Contreras et al., 2014). Ademas, el péptido Ap causa una deficiencia
del complejo | (NADH deshidrogenasa), el cual regula la produccién de ROS
en la mitocondria bajo condiciones fisiol6égicas normales, y cambios en las
funciones de dicho complejo pueden ser responsables de un incremento en
la produccién de ROS (Bobba et al., 2013).

Apertura del poro de transiciobn para la permeabilidad mitocondrial. La
generacion elevada de ROS inducida por Ap puede promover dafios a las
mitocondrias mediante la estimulacion de la apertura del poro de transiciéon
de permeabilidad mitocondrial (MPTP). MPTP es un complejo de proteina
que forma un canal no selectivo que pasa a través de ambas membranas
mitocondriales, interna y externa. En condiciones normales, MPTP tiene baja
permeabilidad, pero, en algunas condiciones patolégicas, su permeabilidad
aumenta dramaticamente, lo que conduce a una sobrecarga de calcio
intracelular y el estrés oxidativo (Lugue-Contreras et al., 2014). Se cree que
AP estimula la apertura de MPTP por el aumento de Ca?* intracelular a través
de una reduccion de la actividad de la ATPasa dependiente de Ca?*, ademas,
el Ca?* intracelular altera la organizaciéon de los lipidos de la membrana
interna mitocondrial mediante la interaccion con cardiolipina, el principal

fosfolipido de esta membrana. Estas alteraciones pueden afectar la funcion
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de la cadena respiratoria de transporte de electrones, generando asi estrés
oxidativo y la induccion de la apertura del MPTP (Grijalba et al., 1999).
Alteraciones en la dindmica mitocondrial. Hay pruebas que demuestran que
AB también puede tener un efecto en el cambio de tamafio y dinamica
mitocondrial, y se cree que el estrés oxidativo también tiene un papel en estas
anormalidades (Luque-Contreras et al., 2014). Wang et al., (2009) demostro
que la expresion de proteinas involucradas en la dimension y el reciclaje
mitocondrial, como la proteina 1 relacionada a la dinamina (Drp1), y proteinas
de fusion, incluyendo la proteina 1 de atrofia 6ptica (OPA1), mitofusina 1
(Mfnl) y mitofusina 2 (Mfn2) se encuentran reducidas, mientras que la
expresion génica de la proteina 1 para la fision (Fisl) se encontré6 aumentada
en hipocampo de pacientes con EA.

Creatinina quinasa mitocondrial. La creatinina quinasa (CK) es una enzima
que fosforila a la creatinina por transferencia de un grupo fosfato del ATP
para formar fosfocreatinina. Hay cuatro isoformas de CK que se encuentran
expresadas en tejidos que demandan altos niveles de energia, como el
musculo y el cerebro. En el cerebro, la CK citosdlica existe como un
homodimero conocido como creatinin quinasa de tipo cerebral. Las
mitocondrias de neuronas expresan isoenzimas diméricas y octaméricas
(uMtCK) encontradas en el espacio intermembranal. Por lo tanto, el circuito
de CK en el cerebro contribuye al manejo del suministro de energia para las
funciones neuronales (Luque-Contreras et al., 2014). Una pérdida de uMtCK
se ha asociado con anomalias en las conexiones de las fibras musgosas en
hipocampo, la reduccion de la fase de habituacion en el campo abierto, y méas
lento aprendizaje espacial (Strejiger et al., 2005). La funcion de CK puede ser
alterada en la EA, lo que lleva a los déficits en el mantenimiento de los niveles
de energia optimos y al suministro de energia alterado en células gliales,

neuronas y sinapsis (Lugue-Contreras et al., 2014).
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Figura 12. Mdltiples procesos patogénicos que contribuyen a la disfuncion
mitocondrial. Modificado de Godoy et al., (2014).

Todos estos puntos demuestran que la disfuncion sinaptica es una pieza importante
en la patologia de la EA y representa una proporcion significativa de estrés oxidativo
inducido AB, que a su vez, contribuye a procesos inflamatorios y a dafios de

sistemas de neurotransmisioén que conducen a la muerte neuronal.

2.1.4.2.2.3. Neuroinflamacion

La microglia, los astrocitos y las neuronas en el cerebro de pacientes con EA
expresan y liberan, ademas de ROS, diversos mediadores neuroinflamatorios
incluyendo activadores e inhibidores de la via del complemento, quimiocinas,
citocinas y sistemas de enzimas inflamatorias, los cuales potencialmente
contribuyen a la disfuncién y eventualmente a la muerte neuronal (Verri et al., 2012).
Aunque la inflamacion ha sido implicada en la patogénesis de la EA durante muchos
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afos, la importancia de su papel ha sido cada vez mas apreciada en los Ultimos
afos. En la EA, la glia constituye un pilar en la inflamacion; de hecho, el incremento
de la activacion glial (tanto astrocitos como microglia) cerca de las placas amiloides

se considera otro de los marcadores patoldgicos.

La microglia, los fagocitos residentes del sistema nervioso central. (SNC), se
distribuyen de forma ubicua en el cerebro. Las células de microglia utilizan
constantemente procesos altamente méviles para inspeccionar la presencia de
patdbgenos y desechos celulares en sus regiones cerebrales asignadas, y
proporcionar al mismo tiempo los factores que apoyan el mantenimiento del tejido.
Al mismo tiempo, la microglia son células importantes en el mantenimiento y la
plasticidad de los circuitos neuronales, que contribuyen a la proteccion y la
remodelacion de las sinapsis. Por otro “lado, los astrocitos reactivos son
caracterizados por un incremento en la expresion de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP) y por signos de deterioro funcional. Similares a la microgia, los astrocitos
liberan citocinas, interleucinas, 6xido nitrico y otras moléculas potencialmente
citotoxicas después de la exposicion a AB, de este modo, exacerbando la respuesta
inflamatoria. Adicionalmente, los astrocitos tienen un potencial rol en la
internalizacion y degradacion de AB. ApoE es necesario para el despeje de Ap
mediado por los astrocitos y la lipidacion de ApoE dependiente de astrocitos

incrementa la capacidad de la microglia para degradar AB (Heneka et al., 2015).

Junto conla microglia, los astrocitos e incluso las neuronas reaccionan directamente
y contribuyen a los cambios neuroinflamatorios crénicos en la EA (Heneka et al.,
2010). Tanto la microglia activada y los linfocitos T pueden ser una fuente de
produccion de citoquinas tales como interleucinas (IL), y el factor de necrosis
tumoral (TNF). Entre estas, la IL-1py la IL-18 se encuentran aumentadas
significativamente en pacientes con EA, asi como en las neuronas tratadas con Ap
y en modelos de ratones transgénicos (Salminen et al., 2008). La
inmunorreactividad es principalmente local. Otros han demostrado que la IL-1

puede inducir la fosforilacion de las proteinas Tau y por lo tanto mediar la formacion
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de MNF. El TNF-a también se ha relacionado con la progresion de la EA, pero su
papel es menos claro, ya que el péptido Ap puede inducir la secreciéon de TNF-a

que, a su vez, induce la produccion de fragmentos Ap (Verri et al., 2012).

Ademas de que los astrocitos y la microglia secretan IL-1B, IL-18 y TNF-a, en
estados avanzados de la enfermedad, se da la produccion y secrecion de IL-6 e IL-
10. La IL-6 es una citocina importante en el SNC y desempefia un papel importante
en el cerebro. El gen de la IL-6 esta codificado en el cromosoma 7p21 y se ha
supuesto que es un buen candidato como factor de riesgo de la EA. Estudios
recientes mostraron que polimorfismos en IL-6 estan asociados con el riesgo de la
EA. A través de un estudio de seguimiento de 10 afios en 133 pacientes de edad
avanzada, también encontraron que la IL-6 inflamatoria sistémica durante la etapa
de agitacion es un factor de riesgo para el desarrollo de la EA. En el cerebro de
pacientes con EA, la IL-6 estimula y promueve el reclutamiento de la microglia y
astrocitos para liberar citocinas pro-inflamatorias, ademas de que promueve la
fosforilacién de tau en las neuronas. Teniendo en cuenta la etiologia multifactorial
de la EA, mas estudios caso-control completos de analisis estratificado de diferente
exposicion, origen étnico u otros factores de riesgo deben llevarse a cabo para
evaluar los posibles roles de IL-6 en la patogénesis de la EA en el futuro.

Por otro lado, la IL-10 es una de las principales citocinas anti-inflamatorias y juega
un rol importante en la supervivencia celular y homeostasis neuronal. La exposicion
de células gliales a la IL-10 inhibe la produccion de citocinas pro-inflamatorias
inducidas por AB. Sin embargo, la estimulacion de la IL-10 no suprime la deposicion
de AB en el cerebro de ratdn (Zhang y Liang, 2015). Es por ello que es ineficiente
en la degradacion de ApB42 y puede potencialmente incrementar la proporcion
AB42/AB40 (Ap42 promueve la deposicion amiloide y AB40 la inhibe) en ratones
transgénicos Tg2576, los cuales sobreexpresan APP con mutacién en K670/L671
(Kim et al., 2007). Un reciente estudio demostro que la IL-10 periférica se encuentra

asociada con la atrofia cerebral en la EA (Leung et al., 2013). Con todo esto, la
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relacion entre la IL-10 y la EA necesita mas evidencia convincente (Zhang y Liang,
2015).

Las neuronas disfuncionales, la microglia activada y los astrocitos por si mismos
liberan una amplia gama de moléculas, que se unen a receptores especificos en la
membrana plasmatica de los astrocitos. Estas sefiales activan vias intracelulares
como la de JAK/STATS3, la ruta de NF-kB, la via CN/NFAT, o la via MAPK (Figura
13).

La via de JAK/STAT3 es activada por interleucinas tales como IL-6 o el factor
neurotrofico ciliar (CNTF). Tras la unidn de citocinas, la quinasa JAK es activada y
STATS3 es reclutada al receptor gp-130. JAK fosforila a STAT3, el cual dimeriza 'y se
transloca al ndcleo, donde se une a secuencias especificas (elementos de
respuesta a STAT, SRE), en la region promotora de genes blanco. En los astrocitos,
la via JAK/STATS regula la transcripcion de GFAP, vimentina y la propia STAT3
(Ben Haim et al., 2015).

La via NF-xB es activada por citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1pB. La
via candnica de NF-«kB involucra la activacién del complejo IKK por proteinquinasas
unidas a su receptor, llevando a la fosforilacion de IxBa, el mayor inhibidor de NF-
kB. Tras la fosforilacion, IkBa es poliubiquitinizado y llevado al proteosoma para su
degradacion. Las subunidades p50 y p65 de NF-kB entonces son traslocados al
nacleo, donde activan la transcripcion de varios genes como la Oxido nitrico
sintetasa inducible y COX2. NF-kB también induce la transcripcion de su inhibidor

IxBao. (Ben Haim et al., 2015).
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Figura 13. Algunos estimulos extracelulares y rutas de sefializacion intracelular que
conducen a la reactividad de astrocitos en enfermedades neurodegenerativas.
Modificado de Ben Haim et al., (2015).

La via CN/NFAT es activada por citocinas como TNF-a 0 por glutamato. La
calcineurina o CN es una fosfatasa dependiente de Ca?" con muchos efectos
reguladores de la via NF-xB dependiendo del funcionamiento inicial y el contexto
celular. CN también activa al factor nuclear de células T activadas (NFAT) por
desfosforilacién. NFAT se une especificamente a secuencias promotoras y activa la

expresion de genes blanco (COX2) (Ben Haim et al., 2015).

La via de MAPK es activada por factores de crecimiento y citocinas que inician una
cascada de fosforilacion. Tras su activacién, ERK1/2, p38 y c-jun también regulan
la transcripcion de genes a través de la activacion de factores de transcripcion

especificos.
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Las enfermedades neurodegenerativas son caracterizadas por la acumulacion intra
y extracelular de proteinas como AP y tau en la EA. Estas proteinas pueden ser
expresadas enddgenamente o internalizadas por los astrocitos y representan
patrones moleculares asociados al peligro que se unen a especificamente a
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en la membrana o dentro de los
astrocitos. Estas proteinas anormales pueden interferir con vias de sefializacion
intracelular, activando o inhibiendo varias proteinas sefalizadoras (Ben Haim et al.,
2015).

2.1.4.2.2.4. Dafio de la funcion sinaptica

Una caracteristica clinica importante de pacientes con EA es la disminucién
progresiva de la memoria con deterioro inicial de la memoria declarativa corto plazo,
seguido de pérdida de mudltiples funciones cognitivas. Dado el hecho de que la
disfuncion sinaptica esta directamente relacionada con la pérdida de memoria, es
importante darse cuenta de que la pérdida sinaptica es una caracteristica patoldgica
precoz de la EA (Kim et al.; 2014).

La degeneracion de las neuronas y la sinapsis en el cerebro de pacientes con EA
por lo general se encuentran dentro de las regiones que se proyectan hacia o desde
zonas que exhiben altas densidades de placas AB y MNF. Entre las regiones
gravemente afectadas se incluyen el hipocampo, la corteza entorrinal, la amigdala,
neocorteza y algunas areas subcorticales, como las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, las neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal de rafe y las
neuronas no adrenérgicas del locus coeruleus (Selkoe y Schenk, 2003). Hay
pruebas de que las neuronas glutamatérgicas que se encuentran en el hipocampo
y en las cortezas frontal, temporal y parietal estan gravemente afectados, mientras
que las mismas neuronas en las cortezas motora y sensorial se encuentran

relativamente sin dafio (Francis, 2003).
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21.4.2.2.4.1. Receptores a glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC y se sabe que
esta involucrado en una variedad de funciones, incluyendo la transmisién sinaptica,
crecimiento y diferenciacidbn neuronal, plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la
memoria. El rol del sistema glutamatérgico es convertir los impulsos nerviosos en
estimulos quimicos por control de la concentracion de gluatamato en la sinapsis
(Revett et al., 2013).

Desde que se sabe que el hipocampo y la corteza son esenciales para el
aprendizaje y la memoria, es posible que la degeneracion de las neuronas
glutamatérgicas pueda ser un evento temprano en la patogénesis de la enfermedad.
Hay pruebas de que las neuronas glutamatérgicas se encuentran en el hipocampo
(Revett et al., 2013). Un estudio llevé a cabo la investigacion de los cambios en el
sistema glutamatérgico y demostr6 mayor correlacion entre la reduccion de la
densidad glutamatérgica en el botdn presinaptico y los déficits cognitivos distintos
al de las MNF o de las placas A, tal. como se determiné mediante la comparacién
del puntaje obtenido por el mini examen del estado mental en individuos sanos con
el puntaje de individuos con EA leve o grave. Curiosamente, el estudio también
encontré6 que hubo aumento en las sinapsis glutamatérgicas en individuos con
deterioro cognitivo leve, lo que sugiere que puede haber un evento compensatorio
inicial que ocurre en el cerebro de estas personas que decae con progresion de la
enfermedad (Bell et al., 2007).

Las neuronas piramidales de la corteza que utilizan el glutamato como su transmisor
primario se sabe que poseen receptores colinérgicos y glutamatérgicos y reciben
aferencias de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal. Existe evidencia de
que los inhibidores de acetilcolinesterasa pueden promover la liberacion de
glutamato de las neuronas piramidales, posiblemente por el aumento de los niveles
de acetilcolina corticales y la posterior activacion de los receptores colinérgicos

(Revett et al., 2013). Estos resultados proveen las bases neuroquimicas de las
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interacciones entre los sistemas colinérgico y glutamatérgico y sus aplicaciones

sobre las anormalidades patolégicas de la EA.

En las neuronas presinapticas, los transportadores vesiculares de glutamato
VGLUT1 y VGLUTZ2, mantienen el nivel de glutamato almacenado en vesiculas, y
cuando una neurona es despolarizada, el glutamato es liberado en la hendidura
sinaptica donde este se une a receptores de neuronas pre- y postsinapticas (Figura
14) (Revett et al., 2013).
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Figura 14. Sinapsis excitatoria tipica a través de glutamato y sus diferentes tipos de
receptores. Modificado de Nestler et al., (2009).

Existen dos familias de receptores a glutamato localizados en la membrana
plasmatica de las neuronas, los receptores a glutamato ionotropicos (iGIuR) y

metabotropicos (MGIuR). La familia de receptores iGIuR estd ampliamente dividida
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en tres clases, las cuales estdn basadas en agonistas especificos y la permeabilidad
a diferentes cationes; los receptores NMDA (NR1, NR2A-D y NR3A-B), que son
predominantemente permeables a Ca?*, mientras que los receptores a acido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) y los de kainato, son
predominantemente permeables a Na*y K* (Kew y Kemp, 2005). A la fecha, hay 8
receptores a glutamato metabotropicos acoplados a proteina G, que estan
clasificados de acuerdo a su estructura y funcion fisiolégica en tres distintos grupos

como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Clasificacion de los receptores a glutamato metabotrépicos

Grupo Proteina Segundo Subtipo de lkocalizacion del subtipo
G mensajero Receptores
1 Go/G11 PLC/Ca?* mMmGIluR1 Neuronas postsinapticas (NPoS)
MGIuRS NPoS, astrocitos reactivos y
microglia
2 GilGo AC MGIuR2 Neuronas presinaticas (NPrS) y
NPoS
MGIuR3 NPrS, NPoS, astrocitos y
microglia
3 GilGo AC mGIuR4 NPrS, astrocitos y microglia
MGIuR6 Solo en la retina
mMGIuR7 NPrS
mMGIuR8 NPrS y microglia

Fuente: Revett et al., (2013).

Asimismo, la liberacion al espacio intersinaptico de varios neurotransmisores,
principalmente glutamato, es modulada por otro tipo de receptores, los
adenosinérgicos (Detlev, 2008). La adenosina neuromoduladora cumple un papel
anico en el cerebro que afecta la neurotransmision glutamatérgica y la sefalizacion
dopaminérgica a través de la activacion de los receptores de adenosina A1y Aza,

respectivamente. El sistema de adenosina esta por lo tanto en una posicion ideal
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para integrar la neurotransmision glutamatérgica y dopaminérgica, que a su vez
podria afectar el comportamiento y la cognicion (Detlev, 2011). Por otro lado, dichos
receptores forman dimeros entre ellos y dependiendo de la concentracion de
adenosina en el medio modulan la liberacion de glutamato, como se muestra en la
Figura 15. Del mismo modo estos receptores a adenosina forman dimeros con
receptores a glutamato, como lo son los mGIuR1 y mGIuR5, modulando procesos
excitatorios (Ciruela et al., 2011).
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Figura 15. Esquema del complejo heterotrimérico de los receptores de adenosina
dependientes de concentracion para la modulacion o dafio del sistema
glutamatérgico. Modificado de Ciruela et al., (2011).
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2.1.4.2.2.4.1.1. mGIuR5

El receptor mGIuR5 es un receptor transmembranal acoplado a proteina G. Hay 3
isoformas diferentes, mGluR5a, mGIuR5b y mGIluR5d (Malherbe et al., 2002). En
las neuronas postsinapticas los receptores mGIuR5 estan unidos fisicamente a la
subunidad NR2 de los receptores NMDA a través de una cadena de proteinas de
interaccion postsinaptica, incluyendo PSD-95, Shank y Homer. La activacion de los
receptores mGIuR5 incrementa los niveles de Ca?* intracelular potenciando la
estimulacion de la proteina quinasa C (PKC). Los receptores mGIuR5
principalmente muestran una localizaciébn peri-sinaptica.-de la membrana
postsinaptica de las neuronas glutamatérgicas, donde frecuentemente regulan la
excitabilidad neuronal por modulacién de las corrientes a través de iGluR. Los
receptores mGIuR5 se encuentran localizados en neuronas y células gliales de todo
el SNC, incluyendo la corteza y el hipocampo (Kumar et al., 2015).

Se ha hipotetizado que los oligdmeros de AP ejercen sus efectos sinaptotdxicos a
través de los receptores NMDA, que-es conocido por ser los primeros sintomas de
la disfuncion cognitiva en la EA. La memantina, un antagonista no competitivo del
receptor NMDA, y un medicamento aprobado por la FDA para la EA es conocido
para retardar la progresion de la EA de moderada a severa (Lipton, 2007). Sin
embargo, el blogueo completo del receptor NMDA también puede conducir a la
pérdida de memoria (Kumar et al., 2015).

Dado que los receptores mGIUR5 estan altamente expresados en la corteza cerebral
y en-regiones del hipocampo, se puede suponer que mGIuR5 puede tener un papel
importante en la disfuncion relacionada con trastornos cognitivos del cerebro como
la EA. Se ha sugerido que la expresion neuronal de mGIuR5 es requerida para
varias funciones fisiologicas, en interaccion con los receptores NMDA; posiblemente
a través del complejo proteico Homer/PSD95/Shank (Won et al., 2012). Sin
embargo, mientras que la expresion constitutiva de mGIuR5 es necesaria para

mediar la plasticidad sinaptica a través de los receptores NMDA, la sobreexpresion
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de mGIuR5 puede posiblemente desencadenar la via de sefializacion rio abajo
neurotdxica que puede conducir a la muerte celular (D'Antoni et al., 2011). Ademas,
el bloqueo farmacologico o la alteracion genética de mGIuR5 conduce a efectos
neuroprotectores (Hamilton et al., 2014). Ademas, también se ha demostrado que
el uso de antagonistas del receptor mGIuR5 demostraron ejercer neuroproteccién
contra la degeneracion excitotoxica (Movsesyan et al., 2001) asi como en la

toxicidad inducida por ApB en cultivos corticales (Bruno et al., 2000).

21.4.2241.1.1. Excitotoxicidad

La excitotoxicidad es causada por el exceso de la activacion de los receptores a
glutamato (principalmente los receptores NMDA) potenciando la sobrecarga de Ca?*
intracelular, llevando a la muerte celular. La localizacion subcelular de los receptores
de glutamato es funcionalmente importante en la neurotoxicidad por glutamato
como se ha demostrado que los receptores a NMDA sindpticos y extrasinapticos
tienen funciones fisiol6gicas opuestas; la estimulacion de los receptores ubicados
sindpticamente lleva a la activacion de rutas de sobrevivencia, mientras que la
estimulacién de receptores extrasinapticos, debido a un exceso de glutamato,
resulta en la activacion de rutas de muerte celular. El exceso de la sefalizacion
glutamatérgica ha sido implicada en la progresiéon de muchas enfermedades
neurodegenerativas, por lo que la focalizacion en esta neurotransmision defectuosa
podria prevenir la estimulacion excesiva del receptor y su dafio asociado (Williams
y Dexter, 2014).

En'la EA, se cree que la estimulacion glutamatérgica excesiva conduce a la
degeneracion progresiva de regiones cerebrales selectivas corticales y del
hipocampo a través de la excitotoxicidad. Anormalidades en la expresion de
receptores iGlu, junto con la eliminacion alterada de glutamato de la hendidura
sinaptica por la glia son evidentes en EA, modificando significativamente funciones

de sefializacion y sinapsis (Francis et al., 2012).
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La activacion recurrente y prolongada de los receptores NMDA extrasinapticos se
ha relacionado con el aumento en los niveles del péptido AB a través de la
produccion incrementada de la expresién de APP amiloidogénica, la caracteristica

principal del incremento en las placas AB en la EA (Bordji et al., 2010).

2.1.5. Tratamientos actuales de la EA

Debido a que la EA es tan incapacitante y hoy en dia es mas comudn, intensos
esfuerzos de investigacion en la industria farmacéutica y en el @mbito académico se
han dedicado a desarrollar agentes para impedir o retrasar el proceso patologico de
la enfermedad. Actualmente los farmacos utilizados se centran en la mejora
sintomatica Unica e incluyen farmacos que aumentan la neurotransmision
colinérgica o bloquean los receptores a glutamato. Aln en desarrollo, hay varias
estrategias encaminadas a alterar procesos de la propia enfermedad, tales como la
regulacion de Ap o tau (Nestler et al., 2009). Los farmacos mencionados
anteriormente para el tratamiento de la EA se encuentran clasificados de la siguiente

manera:

o Agentes colinérgicos. Debido a que las neuronas colinérgicas de los nucleos
basales son prominentemente afectadas en la EA, y a que la actividad
colinérgica regula procesos de memoria, el aumento del funcionamiento
colinérgico fue uno de los primeros blancos terapéuticos. Los primeros
intentos para incrementar el funcionamiento colinérgico involucré la
administracion de los precursores de acetilcolina, la colina y la lecitina.
Aunqgue la estrategia analoga ha demostrado ser eficaz en otras patologias
como la enfermedad de Parkinson, multiples estudios han establecido que
los precursores colinérgicos no son efectivos en el tratamiento de la EA.

Los esfuerzos posteriores se reunieron con éxito parcial mediante la
inhibicion de la actividad de la colinesterasa que despeja la acetilcolina de la
hendidura sinaptica. Cuatro inhibidores de la colinesterasa estan aprobados
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actualmente para el tratamiento de la EA: tacrina, donepezilo, galantamina y
rivastigmina. Estos agentes no invierten el curso de la enfermedad, ni son
mas eficaces en la restauracién de la funcion cognitiva, pero en algunos
pacientes pueden retrasar temporalmente el inevitable deterioro sintomético.
Ademas, los receptores de neurotransmisores colinérgicos son objetivos
potenciales de agentes medicinales, ya que tanto los receptores
muscarinicos M1 y nicotinicos a7 modulan los efectos patogénicos de la
APP/AB. El receptor a7 se encuentra altamente enriquecido enel hipocampo,
y varios agonistas de los receptores nicotinicos o7 selectivos estan en los
primeros ensayos clinicos como potenciadores cognitivos en la EA.

Otras estrategias de tratamiento colinérgicos incluyen las vias de
sefalizacion del factor de crecimiento nervioso, que proporciona soporte
trofico para las neuronas colinérgicas. Sin embargo, es un reto depositar los
factores de crecimiento directamente en el cerebro y disefar pequefias
moléculas que activen vias de sefializacion del factor de crecimiento
enddgeno, y no hay evidencia hasta la fecha de que este enfoque funciona

clinicamente (Nestler et al., 2009).

Antagonistas ‘del receptor NMDA. Ademas de los inhibidores de la
colinesterasa, el otro tratamiento aprobado para la EA es la memantina. La
memantina es un antagonista de baja afinidad del receptor de glutamato
NMDA, que esta integralmente involucrado en la plasticidad sinaptica pero,
también media el dafio excitotoxico como se discutié anteriormente. Debido
a sus efectos son voltaje-dependientes, se ha propuesto que la memantina
inhibe preferentemente la activacion excesiva del receptor de NMDA
asociados con la excitotoxicidad, sin bloquear la funcion del receptor bajo la

mayoria de condiciones normales (Nestler et al., 2009).

Agentes anti-inflamatorios y antioxidantes. La formacion de placas Ap causa

activacion microglial y astrocitica, junto con la liberacion de citocinas
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proinflamatorias y proteinas de fase aguda. Por lo tanto, los procesos
inflamatorios estan implicados en la neurodegeneracion que es caracteristica
de la EA. De acuerdo con esto, los estudios epidemiologicos retrospectivos
sugieren que los pacientes que toman medicamentos anti-inflamatorios no
esteroideos (AINE), por ejemplo, el ibuprofeno, que es tomado por pacientes
con artritis, disminuye el riesgo de desarrollar la EA. Una estrategia de
tratamiento relacionado implica el uso de antioxidantes y captadores de
radicales libres. Cuando células de la microglia estan activadas secretan
perdxido de hidrégeno, superdxidos y radicales hidroxilo; éstos son Utiles en
la lucha contra organismos exdgenos pero pueden dafar las neuronas. Por
lo tanto, es posible que los antioxidantes y captadores de radicales libres
pueden tener funcién protectora en la- EA y en otras enfermedades
neurodegenerativas. La vitamina E (a-tocoferol) ha sido extensamente
estudiada (Gugliandolo et al., 2017).

2.1.5.1. Moléculas propuestas para el tratamiento de la EA
2.15.1.1. ~ Cafeina

La cafeina es el compuesto neuroactivo mas consumido en el mundo y puede ser
sintetizada por un gran numero de plantas, incluyendo el café, el té y el maté
(Ashihara et al., 2008). La cafeina por sus propiedades antioxidantes (Zeidan-Chulia
et al.,, 2015) y por sus diversos mecanismos de accion en enfermedades
neurodegenerativas, el comportamiento y aprendizaje y memoria (Mustard, 2014),
se ha propuesto como molécula activa en la EA. Los principales efectos
farmacoldgicos de la cafeina, se deben ampliamente a su similitud estructural con
la adenosina, incluyendo la inhibicion de las fosfodiesterasas (PDE), la regulacion
intracelular de los niveles de calcio, y el antagonismo de los receptores de
adenosina (Chen y Chern, 2011; Johnson et al., 2012). Estas acciones primarias

resultan en efectos fisioldgicos como estimulacion del SNC. Ademas, la cafeina
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también puede presentar otros procesos periféricos como la relajacién de masculo
liso o estimular la diuresis y la contraccion muscular. La cafeina es mayoritariamente
metabolizada por el higado e, interesantemente, uno de sus metabolitos es la

teobromina (Martinez-Pinilla et al., 2015).

Con respecto avances en la patologia de la EA se ha observado que la
administracion de cafeina a largo plazo suprime o disminuye la generacion de

fragmentos AP en plasmay en cerebros de animales transgénicos (Cao et al., 2009).

2.15.1.2. Teobromina

La teobromina y la cafeina son moléculas quimicas que pertenecen a la familia de
las metilxantinas y que tienen en comun un nucleo de xantina correspondiente a la
adenosina, ademas de que la teobromina se encuentra mayoritariamente en el arbol
de cacao. El arbol de cacao (Theobroma cacao L.) es originario de los bosques
tropicales de América Central y de los ecuatoriales de América del Sur. Se cultiva a
uno y otro lado del ecuador en el oeste de Africa. Este arbol se caracteriza porque
sus flores se encuentran insertadas directamente en el tronco y en las ramas de
mayor grosor y por sus muy tipicos frutos. La almendra de la semilla de cacao
contiene aproximadamente un 50% de lipidos (manteca de cacao), los cuales estan
constituidos por un 75% de triacilgliceroles simétricos que poseen un acido oleico
en posicién 2. La composicion en acidos grasos varia poco segun el origen
geogréfico: saturados en Cie (25-29%) y Cis (32-37%) e insaturados en Cis:1 (33-
37%). Se sefiala la presencia de compuestos fendlicos, flavan-3-oles, procianidoles
B-1, B-2, B-6, C-1 y oligbmeros. La oxidacién de estos polifenoles en el curso de la
fermentacion explica el color caracteristico de los compuestos. Las metilxantinas se
encuentran representadas por la teobromina (mayoritaria: 1-3%) y la cafeina (0.05-
0.3%) (Bruneton, 2001).
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Se ha demostrado que la teobromina tiene varios efectos benéficos. En
enfermedades respiratorias como la tos, la teobromina parece estar relacionada con
su potencial efecto anti-inflamatorio, asi como con la modulacion de la reactividad
de las vias respiratorias (Mokry et al., 2009). Los inhibidores no selectivos de
fosfodiesterasa son eficaces en la supresion de la hiperreactividad “en vias

respiratorias.

Por otro lado, recientemente, Sugimoto et al., (2014) demostraron que el potencial
efecto antitumoral de la teobromina en la proliferacién de glioblastoma maligno
resulté de la regulacion de la fosfodiesterasa 4 (PDE4), la proteina quinasa B, y por
p38 MAPK y NFxB reguladas por sefales extracelulares. Actuando como
inhibidores de la fosfodiesterasa, las metilxantinas son capaces de regular
negativamente citoquinas proinflamatorias tales como el interferon-gamma o el

factor de necrosis tumoral alfa (Harris et al., 2010).

Otros trabajos que evaluaron los efectos de la teobromina independientes de los
receptores de adenosina han sido demostrados en la proteccion cardiovascular por
un incremento significativo en los niveles plasmaticos de colesterol HDL y una

disminucion en los niveles de LDL (Khan et al., 2012).

Ferndndez-Fernandez et al., en 2015 evaluaron y compararon el efecto antioxidante
de la teobromina con una dieta enriquecida en teobromina, polifenoles y acidos
grasos poliinsaturados en células SH-SY5Y lesionadas con peréxido de hidrégeno
(H202), y-observaron que hubo incremento en los niveles proteicos de las enzimas

antioxidantes SOD-1 y glutatién peroxidasa en ambos tratamientos.

En trabajos anteriores, realizados por nuestro grupo de trabajo, se observo que la
teobromina, a una concentracion administrada en el agua de 30 mg/L tuvo efectos
neuroprotectores al disminuir los niveles de AB42, mejora los procesos cognitivos y
de memoria y modula la expresion del receptor purinérgico A1 en el encéfalo de un
modelo animal propuesto para la EA a través de una dieta elevada en grasas

(Mendiola-Precoma et al., 2017), sin embargo, se desconocen sus mecanismos.
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Con todo esto y debido a que la teobromina tiene similitud estructural y capacidades
funcionales iguales o mejores que la cafeina, se propone a la teobromina como
molécula neuroprotectora para la prevencion de enfermedades neurodegenerativas,
principalmente la EA, asi como el retraso del avance de la enfermedad de tipo

genético.
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3. JUSTIFICACION

El envejecimiento demografico es un proceso de alcance mundial que demuestra
los éxitos de los avances en asistencia sanitaria a lo largo del siglo pasado. Muchas
personas viven ahora mas tiempo y con un estilo de vida mas saludable y por ello
la poblacién mundial tiene una mayor proporcion de personas de edad avanzada.
Todos estamos de acuerdo en que el envejecimiento trae consigo algunos retos. Un
efecto claramente negativo del envejecimiento es el incremento significativo en el
namero de personas con la enfermedad de Alzheimer (EA)'y otras demencias
relacionadas. El Informe Anual de 2015 sobre la EA confirma que existen millones
de personas que la padecen. Este Informe y todos los anteriores estudios indican
que se espera que el numero actual de personas gue sufren demencia aumente a

una velocidad alarmante.

La EA puede aparecer asociada con otras enfermedades, de las cuales algunas se
consideran, en la actualidad, como factores de riesgo de la propia EA, tales como
la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la hipercolesterolemia, la depresion,
algunas cardiopatias, la menopausia, la enfermedad multiinfarto y/o demencia
vascular, por citar solo algunas. En la actualidad, se da mucha importancia al
sindrome metabdlico’ por las graves consecuencias que ocasiona, con grave
deterioro de la calidad de vida del paciente a través de los problemas relacionados
con la diabetes, la hipertensién arterial y la hipercolesterolemia. En México, éste es
uno de los problemas prioritarios de salud, ya que se informa una incidencia cercana
a 26%, con pacientes diabéticos del 30% y el 30% de pacientes con hipertension
arterial, lo cual indica que existe un riesgo alto de que a corto plazo la EA ocasione
estragos dentro de la poblacion mexicana, dado que entre los adultos mayores la
incidencia de la diabetes es de 40%.

Para el tratamiento de la enfermedad, que existen diversos, la galantamina y la
rivastigmina (un derivado sintético de la fisostigmina) son inhibidores de la

colinesterasa y estan aprobados por la FDA para el tratamiento de la EA; ambas
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moléculas son alcaloides. Los alcaloides son una clase de compuestos de origen
natural que contienen nitrdgeno organico y se encuentran principalmente en las
plantas, especialmente en ciertas familias de plantas con flores. Asimismo las
metilxantinas, que también pertenecen a la gran familia de los alcaloides; han
demostrado tener efecto neuroprotector en la EA, principalmente la cafeina. Sin
embargo, la cafeina tiene efectos secundarios como el insomnio y la ansiedad, es
por eso gue se buscan otras alternativas para la prevencion de la enfermedad. En
estudios previos se demostré que la teobromina, una molécula perteneciente a la
misma familia de las metilxantinas, generé efecto neuroprotector en ratas con EA
de tipo esporadico inducida por dieta alta en grasas, ademas de que ya se conoce
gue uno de los metabolitos de la cafeina en el organismo es la propia teobromina y
gue genera menos efectos secundarios que la cafeina. Con esto, se propone que la
teobromina potencializa el almacenamiento de memoria y de los procesos
cognitivos y la disminucion en la formacién de placas amiloideas a través de

mecanismos relacionados a la enfermedad y anti-inflamatorios.
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4. HIPOTESIS

Los mecanismos por los cuales la teobromina genera neuroproteccion en un modelo
de Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadica inducida por dieta estan asociados

a la regulacion de marcadores neuropatolégicos y neuroinflamatorios.
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5. OBJETIVOS
5.1.General

Determinar los mecanismos involucrados en la neuroproteccion generada por
teobromina en un modelo de enfermedad de Alzheimer de tipo esporadica inducida

por dieta enriquecida en manteca de cerdo.
5.2. Especificos

. Evaluar el efecto de la teobromina sobre la distribucion de péptidos y placas
AB en el encéfalo de un modelo de rata con EA de tipo esporadica por la técnica de

inmunohistoquimica.

. Determinar el efecto de la teobromina sobre la expresion de péptidos y placas
AB en el encéfalo de un modelo de rata con EA de tipo esporadica mediante la

técnica de Western Blot.

. Evaluar el efecto de la teobromina sobre los niveles totales de la proteina tau
y proteina tau fosforilada (Ser262) en el encéfalo de un modelo de rata con EA de

tipo esporadica por Western Blot.

. Comparar el efecto de la teobromina sobre los niveles de APP, o—, B—y
y—secretasas en-el encéfalo de un modelo de rata con EA de tipo esporéadica por
Western Blot.

. Analizar el efecto de la teobromina sobre procesos inflamatorios mediante la
cuantificacion de IL-1, IL-6, IL-10 y TNF-a en el encéfalo de un modelo de rata con

EA de tipo esporadica por la técnica de ELISA.

. Determinar las interacciones de la teobromina con el receptor purinérgico

A2aR mediante técnicas computacionales.
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. METODOLOGIA
6.1.Equipos

Laberinto elevado de 8 brazos (longitud de cada brazo = 50 cm, ancho de
cada brazo = 14 cm, didmetro del eje central de 40 cm, altura de las

paredes de 40 cm, con base del piso al laberinto de una altura de 50 cm)
e Campo abierto (1.5 x 1.5 m de base y 40 cm de altura)
e Fuente de poder
e Microscopio confocal Zeiss LSM 700.
e Espectrofotometro UV/Visible Ultraspec 3300 pro Amersham Biosciences®

Lector de ELISA BioRad 680

6.2. Material

e Cilindros de distintos colores y tamarios

e Micropipetas

e Membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences®)
6.3. Reactivos

Teobromina

e _AlbUumina sérica bovina (BSA)

¢ Revelador de placas fotograficas Carestram Dental®
¢ Fijador de placas fotograficas Kodak®

e Anticuerpos primarios

e Anticuerpos secundarios
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6.4. Animales y tratamiento

El manejo, almacenamiento y eutanasia de los animales se hicieron de acuerdo a
las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-ZO0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Se utilizaron 3 grupos de 20 ratas de la cepa Wistar cada grupo bajo las
siguientes condiciones: (6 meses de edad, alimento y agua ad libitum, y ciclos de
luz/oscuridad de 12/12h).

Los grupos fueron los siguientes: grupo 1: ratas alimentadas con dieta normal, grupo
2: ratas alimentadas con dieta enriquecida con manteca de cerdo al 33% (DEG),
grupo 3: ratas alimentadas con dieta enriquecida con manteca de cerdo al 33% y 30
mg de teobromina/dia (DEG+TB). Todos los grupos fueron mantenidos por sus

respectivas dietas y tratamiento con teobromina durante 6 meses.
6.5. Pruebas cognitivas y de memoria

Cada uno de los animales de los tres grupos fueron sometidos a pruebas cognitivas
y de memoria a través del laberinto radial de 8 brazos y la prueba de reconocimiento
de objeto nuevo, como.-se realizaron en trabajos previamente estandarizados
(Mendiola-Précoma et al., 2015).

Para la prueba de laberinto elevado de 8 brazos, se utilizé el laberinto radial de 8
brazos. La prueba se hizo en un periodo de 5 meses después de la dieta y consistié
en 2 sesiones de 2 pruebas cada sesion por dia. Para analizar la memoria espacial
de los animales, se utilizaron figuras representativas en las entradas de los brazos
del laberinto, las cuales fueron cilindros de diferentes tamafios y colores (amarillo,
azul, rojo, verde y naranja). El test consistio en tres fases: fase de habituacion, fase
de entrenamiento y fase de prueba. Antes de empezar el test los animales tuvieron
que adaptarse al laberinto montado. Para esto, se hizo una fase de prehabituaion
durante los primeros 15 dias de administracion de las correspondientes dietas y

tratamientos, ésta consistio en dejar cada rata por 5 minutos en el laberinto en dos
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dias diferentes. Para cada sesion de cada una de las fases del experimento,
incluyendo la fase de prehabituacién, los animales fueron privados de agua por 24
horas antes de llevar a cabo la observacion. Cada sesion tuvo como maximo una
duracion de 5 minutos para que el animal encontrara su recompensa (bebedero con

agua).

Para montar el experimento, se puso un bebedero con agua en 2 de los brazos del
laberinto, los 5 cilindros mencionados anteriormente fueron colocados en la entrada
de 5 brazos diferentes, incluyendo el brazo que contenia la recompensa, procurando
siempre que cada cilindro identificado por color fuera colocado en su respectivo
brazo; para eliminar interferencias de cualquier olor ajeno al experimento, entre
pruebas de diferentes ratas, se hizo limpieza de todo el laberinto con solucion
desinfectante y posteriormente con etanol al 70%. Antes de empezar la fase de
habituacién al primer mes de tratamiento, los animales fueron privados de agua un
dia antes de la prueba. Durante la prueba se monitore6 el tiempo que tardaban los
animales en encontrar la recompensa, el nimero de entradas totales a los brazos
del laberinto, entradas a brazos correctos (brazos con recompensa), entradas a
brazos incorrectos (brazos sin'recompensa), y el niumero de veces que tomaron la
recompensa, durante 5 minutos. Los animales nuevamente fueron examinados el
mismo dia otra vez-con un periodo de descanso de 60 minutos entre pruebas de
cada sesion. La otra sesion de la fase se hizo al tercer dia. Para las fases de
entrenamiento y de prueba, se realiz6 exactamente el mismo procedimiento, solo
que la primera fue llevada a cabo al tercer mes de tratamiento, y la segunda al quinto

mes-de tratamiento.

Con respecto a la prueba de indice de reconocimiento de objeto nuevo, fue llevada
a cabo 24 horas después de la habituacion al aparato de campo abierto. La
habituacién al campo abierto consistié en dejar al animal durante 5 minutos en el
campo abierto. El aparato fue hecho de madera Triplay y pintado de blanco; sus
medidas fueron de 1.5 x 1.5 m y fue rodeado por una pared de 50 cm de altura.

Primero, los animales realizaron una sesion de entrenamiento, la cual consistid en

59



colocar dos objetos idénticos (Al y A2) cerca de dos esquinas de cualquier lado de
la cAmara. Las ratas fueron colocadas individualmente en el campo abierto haciendo
que la rata viera la pared opuesta y siguiendo a que la rata explorara los objetos por
5 minutos. La sesion de prueba fue llevada a cabo 90 minutos después de la sesién
de entrenamiento, y ahora dos objetos diferentes (A3 y B1) fueron colocados enla
misma posicion que en la sesion de entrenamiento, un objeto familiar (el mismo que
la sesion de entrenamiento) y un objeto nuevo. La exploracion de los objetos fue
definida cuando el animal acercaba la nariz a cualquiera de los-dos objetos a una
distancia de al menos 2 cm y/o que tocara el objeto con la hariz o las patas. Las
alertas sobre el objeto no fueron consideradas como comportamiento exploratorio.
El indice de reconocimiento de objeto nuevo fue definido como: TN/(TN + TF), [TN
= veces que el animal exploro el objeto nuevo; TF = veces que el animal exploré el
objeto familiar] y fue realizado al tercero y cuarto mes de tratamiento. Para cada
prueba fueron utilizados objetos diferentes.

Pasados los 5 meses de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas de acuerdo a
principios de bioética. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico 40 mg/Kg
via intraperitoneal previo al sacrificio. Se extrajeron los encéfalos y se disecaron el
hipocampo, la corteza frontal y el resto de la corteza; éstos fueron almacenados a

-80°C para su uso en técnicas posteriores.
6.6. Medicién de los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre

Los cambios en el peso y los niveles de colesterol y triglicéridos se evaluaron a lo
largo del tratamiento. La medicion de los niveles de colesterol y triglicéridos se
llevaron a cabo por triplicado al primer, tercer y quinto mes de tratamiento. Se ocup6
suero mediante la extraccidbn sanguinea caudal por puncion, y la medicion de
colesterol vy triglicéridos se midieron con el equipo de tiras reactivas Accutrend®
GCT.
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6.7.Inmunohistoquimica

Los animales que fueron utilizados para inmunohistoquimica se anestesiaron con
pentobarbital sédico y se perfundieron con p-formaldehido antes de la extraccion
del encéfalo. Para la inmunohistoquimica se utilizaron los encéfalos de cuatro
animales por grupo, y éstos fueron disectados en corteza frontal, area del

hipocampo, y cerebelo.
6.7.1. Fijacion de tejidos

El tejido se coloco en para-formaldehido (PFA) al 4 % en buffer de fosfatos salinos

(PBS) durante el tiempo que fue determinado en estudios preliminares a 4 °C.

6.7.2. Crioproteccion de tejidos

Pasados los 30 minutos de fijacion, los tejidos se enjuagaron con PBS 1X, y se
colocé en una solucién de sacarosa al 30% en PBS para su crioproteccion.
Posteriormente, se montaron los tejidos en cajas de papel aluminio con medio

congelador de tejidos Jung y fueron conservadas a -70°C.

6.7.3. Cortes del tejido

Con la ayuda del criostato se realizaron cortes longitudinales de 12 um, los cuales
se colocaron en laminillas perfectamente identificadas para posteriormente

conservarlas en congelacion a -20°C.

6.7.4. Inmunofluorescencia

Se seleccionaron las laminillas previamente preparadas. Se colocaron en una
camara hiumeda con tapaderay se le realizaron 3 lavados con PBS 1x de 10 minutos
cada lavado a todas las laminillas. Por cada lavado se escurrieron las laminillas para

agregar el siguiente lavado, y con cuidado de no soltar tejido.
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Pasados los tres lavados, a cada laminilla se le agregaron 300 pul del tratamiento
blogueador de albumina sérica bovina (BSA) al 3% y se dejaran incubar 3 horas. Se
retird el bloqueo y se hicieron 3 lavados con PBS 1x para posteriormente agregar
los anticuerpos primarios que se mencionan en el Cuadro 6 y dejar incubar toda la

noche.

Cuadro 6. Anticuerpos que seran utilizados para la inmunofluorecencia
ANTICUERPO PRIMARIO ANTICUERPO SECUNDARIO

Anti-A rabbit Alexa Fluor.568 anti-rabbit

Al dia siguiente se retiraron los anticuerpos primarios, se hicieron tres lavados con
PBS 1Xy se agregaron los anticuerpos secundarios, como se muestra en el cuadro
6, dejando incubar por 2 horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se
retiraron los anticuerpos secundarios y se hicieron tres lavados con PBS, para
finalmente fijarlos con una gota de glicerol y observarlos al microscopio de

fluorescencia.

6.8. Semicuantificacion de APP, a—, B— Yy y—secretasas, péptido y placas Ap,

proteina tau y proteina p-tau (Ser-262) por Western Blot

Se evalud la expresion de las proteinas APP, a—, B—Yy y-secretasas, péptido y
placas AB, asi como de la proteina tau y la proteina p-tau (Ser-262) mediante la
técnica de Western Blot, la cual permite la deteccion de la proteina de interés dentro
de una mezcla compleja de otras proteinas debido a la especificidad de la unién

antigeno-anticuerpo, con el fin de obtener datos cualitativos y semicuantitativos.

6.8.1. Extraccion de proteinas a partir de tejido

En el caso de ratas, se separo la corteza frontal de cada uno de los encéfalos de

las ratas controles y tratadas; en condiciones asépticas y fueron congelados a -70
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°C hasta su utilizacion. Para su extraccion se liso el tejido y se agreg6é amortiguador
de lisis adicionado de los inhibidores de proteasas, a razon 1.5
(tejido:amortiguador). El tejido se homogenizé y la extraccion se realizdé durante 1
hora a 4 °C con agitacion constante. Posteriormente se centrifugo el tejido lisado 15
minutos a 8000 rpm a 4 °C y se recuperd el sobrenadante, luego se volvio a
centrifugar 15 minutos a 12 000 rpm a 4°C, es en el sobrenadante donde se

encuentran las proteinas.
6.8.2. Cuantificacién de proteina

La concentracion de proteinas celulares contenidas:en los homogenizados se
determind por el método de Bradford (Bradford, 1976). Esta técnica se fundamenta
en la fijacién del colorante Azul de Coomasie a las proteinas, dando lugar a un
cambio en el color que es medido espectrofotométricamente.

Se preparé una curva de calibraciéon de albimina sérica bovina (BSA) por duplicado
a concentraciones: 2.5, 5, 10, 15 y 20 pg/mL como se muestra en el Cuadro 7 y se

realizé la curva de calibracion, graficando absorbancia a 595 nm vs concentracion

de proteina.

Cuadro 7. Preparacion de curva de calibracion

Blanco | 0 800 0 200
2 25 775 25 200
£\ | 5 750 50 200
4 10 700 100 200

" 5 15 650 150 200
6 20 600 200 200

Para realizar la cuantificacion de proteinas, se tomaron 2 uL de muestra, se diluyo
a 800 pL con H20 destilada, se le agregan 200 pL de azul de Coomasie a cada una

de las muestras. Se prepararon muestras por duplicado, se incubaron durante 5
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min y se leyeron a una absorbancia de 595 nm, para luego determinar la
concentracion en las muestras, al interpolar los datos. El rango lineal del ensayo
para BSA es de 1.2 a 10 pg/mL.

6.8.3. Electroforesis SDS-PAGE

Se realizaron calculos para cargar 20 pug de proteina en cada pocillo y se adicioné
el amortiguador de carga en relacion 1:1, se adecu6 a un volumen de carga de 45

uL; las muestras se llevaron a 99°C durante 5 min con agitacion-a 550 rpm.

Se prepararon geles de poliacrilamida al 7.5%, se cargaron. las muestras (150 ug)
y los marcadores de peso molecular. Se corrio la electroforesis durante 15 minutos
a 100 Vy 60 min a 150 V hasta que el azul de bromofenol llegara al final del gel.

6.8.4. Western Blot

Al concluir la separacion de las proteinas en funcién de su peso molecular, se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Amersham
Biosciences). Mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico, las proteinas migran
fuera del gel de poliacrilamida hacia la superficie de la membrana, donde quedan
fuertemente adheridas. Se llevo a cabo la humidificacion de los materiales en el
amortiguador de transferencia en el siguiente orden: Cassette (catodo, lado claro),
esponja, papel Whatman, membrana, gel, papel Whatman, esponja, cassette
(anodo, lado oscuro). Se coloco en el aparato de transferencia con el lado oscuro
hacia el catodo, debido a la carga negativa de las proteinas a causa del SDS, éstas
migraran hacia el catodo y se transferird 1 hora a 120 mA.

Luego de transferir se lavo la membrana durante 10 minutos en PBS 1X para
eliminar restos de poliacrilamida. Se bloqued con leche al 3% durante 3 horas; esto
se realizd para evitar la union inespecifica de los anticuerpos utilizados para la
deteccién de la proteina de interés a la superficie la membrana. Pasado el tiempo

de bloqueo, la membrana se lavo tres veces en PBS 1X; estos lavados son
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necesarios para eliminar los excesos de reactivos no unidos y para reducir el ruido

de fondo.

Se incubd toda la noche a temperatura ambiente y con agitacion con los anticuerpos
primarios diluidos en solucién bloqueadora al 1%. Se utilizaron los anticuerpos
adecuados a una concentracion de 1:300, diluidos en PBS 1Xy leche a 0.5%. Una
vez concluida la incubacion, se lavo la membrana en PBS 1X y se incubé con los
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (HRP), anti-
conejo o anti-cabra segun fuera el caso, a una concentracion de 1:1000 en PBS 1X;
se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion y luego se lavo la

membrana tres veces en PBS 1X.
6.8.5. Deteccion y revelado

La deteccion se realiz6 por medio del ensayo de quimioluminiscencia potenciada.
La membrana se sumergi6 el tiempo optimizado en los experimentos preliminares
en el reactivo de deteccion. Esto provoc6 una oxidacion catalizada por peroxidasa
de rabano, que produce quimioluminiscencia del luminol, donde se une la proteina
HRP marcada para el antigeno a detectar en la membrana. La luz resultante se

detectd en la pelicula de autoradiografia.

El proceso de revelado debe llevarse a cabo en un cuarto obscuro. Se tomoé la
pelicula de autoradiografia (Amersham Biosciences) y se presiond contra la
membrana de PVDF en el HYPERCASSETTE durante 2 minutos. Pasado el tiempo,
se tomo la placa y se sumergi6 en el revelador, se enjuag6 con agua, se sumergio
en el fijador y por ultimo se volvidé a enjuagar con agua, sumergiéndose la pelicula

1 minuto en cada solucion.

Terminado el revelado, en la pelicula se observaron sefiales que indican la
presencia de la proteina deseada. Dichas sefiales se compararon guiadas por el
marcador de peso molecular y mediante estudio densitométrico se evalud la

diferencia de expresiéon entre cada tratamiento.
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6.9. Cuantificacion de los niveles de IL-18, IL-6, IL-10 y TNF-a. en el encéfalo

mediante ELISA

La homogeneizacion de tejido de rata se hizo de acuerdo al método de Bradford y
el procedimiento de la técnica de ELISA se baso en los insertos de cada uno de los
kits de ELISA para IL-1p, IL-6, IL-10 y TNF-o de Peprotech®.

6.10. Docking molecular

Los estudios de docking molecular fueron llevados a cabo usando el software
Schrédinger para analizar los detalles de unién de teobromina con los receptores
de adenosina A2aR. Las estructuras 2D y 3D de la teobromina fueron dibujadas
usando el software Maestro 10.5. La estructura cristalografica del receptor Aza fue
descargada de PDB (3QAK) para ser usada como archivo de entrada de la proteina.
Las moléculas de agua y los ligandos en la estructura cristalografica fueron
removidos y los hidrégenos fueron-adicionados a la proteina. Las estructuras
dimensionales se prepararon obteniendo un estado de protonacién preciso (pH=8)
y las geometrias moleculares a pH fisioldgico con el software MarvinSketch version
18.10.

6.11. Analisis estadistico

Las diferencias en el contenido de proteina, asi como los resultados de la pruebas
conductutales fueron determinados por ANOVA de dos vias seguido de una prueba
posthoc de Bonferronni. Un valor de p<0.05 fue considerado significativo. Todos los

datos numéricos son expresados como media + SEM.
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7. RESULTADOS

7.1.Validacion del modelo animal con dieta alta en grasas

La Enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo progresivo e
irreversible caracterizado por la acumulacién de placas amiloideas y de marafias
neurofibrilares. Dicha acumulacion lleva a las caracteristicas clinicas de la
enfermedad, como lo son el deterioro cognitivo y de memoria. La EA puede ser
clasificada en dos tipos de acuerdo a la etiologia y la aparicion: la EA esporédica o
de aparicion tardia (EAs) y la EA familiar o de aparicion temprana (EAf). La EAs
abarca un porcentaje altamente significativo de la poblacién con EA (95%), y es
debida a factores como lo son la edad, carga del alelo e4 de APOE, obesidad en
edad temprana, diabetes mellitus, entre otros. Es por ello, que en este trabajo se
enfocé en el desarrollo de un modelo animal a partir de una dieta enriquecida en
grasas a largo plazo (6 meses) y al mismo tiempo, uno de los grupos fue tratado
con teobromina a 30 mg/L para evaluar el efecto sobre marcadores patoldgicos de
la EA.

Los animales que fueron alimentados con dieta alta en grasas (DEG y DEG+30)
mostraron incremento significativo constante del peso absoluto a partir del tercer
mes de tratamiento comparado con el grupo CTRL (Figura 16A); ademas, como
puede observarse en la Figura 16B, los grupos de animales alimentados con dietas
altas en grasas (DEG y DEG+30) mostraron un incremento del triple del peso
comparado a el grupo CTRL, grupo que en promedio increment6 en promedio 100
g al final del tratamiento, mientras que entre los dos grupos alimentados con
manteca de cerdo (DEG y DEG+30) no hubo diferencia significativa en la ganancia
de peso al final del tratamiento.
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Figura 16. (A) Variacion del peso a través del tiempo de tratamiento (6 meses)
requerido para la generacién del modelo animal de EAs, y (B) ganancia de peso en
g de los animales al final del tratamiento. Los animales alimentados con manteca
de cerdo incrementaron significativamente en peso corporal comparados con el
grupo control. Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas;
DEG+30, dieta enriquecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El
andlisis estadistico fue realizado con ANOVA de dos vias con prueba posthoc de
Bonferroni. *p<0.05; ***p<0.001.

Por otro lado, los niveles de colesterol y triglicéridos fueron medidos en sangre al
inicio y al final del tratamiento mediante los kits Accutred cholesterol y Accutrend
triglycerides. En primer lugar, los niveles de colesterol no se vieron afectados en el
modelo animal (Figura 17A); mientras que, los niveles plasméticos de triglicéridos
se vieron alterados significativamente en los grupos que tuvieron dieta alta en
grasas (DEG y DEG+30) mostrando un incremento comparado con los animales

CTRL (Figura 17B).
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Figura 17. Evaluacion de los niveles plasméticos de (A) colesterol y (B) triglicéridos
al inicio y fin del tratamiento. Los animales de los grupos alimentados con manteca
de cerdo (DEG y DEG+30) mostraron un incremento significativo en los niveles
plasmaticos de triglicéridos pero no de colesterol. Abreviaturas: CTRL, control: DEG,
dieta enriquecida en grasas; DEG+30, dieta enriguecida en grasas y tratamiento con
teobromina a 30 mg/L. El analisis estadistico fue realizado con ANOVA de dos vias
con prueba posthoc de Bonferroni. ***p<0.001.

7.2.Pruebas cognitivas y de memoria
7.2.1. Laberinto radial de 8 brazos

Con la finalidad de evaluar la memoria a largo plazo y algunos otros parametros
cognitivos, se llevé a cabo la prueba de laberinto elevado de 8 brazos a lo largo del
tratamiento. Los parametros a evaluar en dicha técnica fueron los siguientes: tiempo
gue tardaban los animales en encontrar la recompensa (que en este caso eran dos
bebederos con agua) guiados por objetos clave en cada entrada de los brazos del
laberinto-(objetos de diferente color y tamafio), entradas totales a los brazos del
laberinto, entradas a brazos correctos e incorrectos, asi como la toma de
recompensa de los brazos que la contenian. Dicha técnica se realizd en tres fases
de acuerdo al tiempo de tratamiento: Habituacion (1er mes), entrenamiento (3er
mes) y prueba (5° mes). Cada experimento fue realizado por duplicado en 3 dias
diferentes. Los resultados de la latencia (tiempo que tardaban los animales en
encontrar la recompensa) durante las tres fases evaluadas se muestran en la Figura
18.
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Figura 18. Tiempo promedio requerido de los animales de los diferentes grupos
para encontrar la recompensa en el laberinto elevado de 8 brazos. Los animales
alimentados con dieta alta en grasas mostraron un incremento significativo en el
tiempo que requerian para encontrar la recompensa en las fases de entrenamiento
y de prueba del laberinto, mientras que los animales que fueron tratados con
teobromina no tuvieron diferencia significativa con respecto al control. Abreviaturas:
CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30, dieta enriquecida en
grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El analisis estadistico fue realizado
con ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni. ***p<0.001.

Durante la fase de habituacion, puede observarse en la gréfica, no hubo diferencias
significativas entre grupos en el tiempo que tardaban en encontrar la recompensa
dentro del laberinto, ademas de que en promedio tardaron en promedio 120
segundos por grupo. Por otro lado, durante la fase de entrenamiento llevada a cabo
al tercer mes de tratamiento, puede observarse que el grupo que fue alimentado
con dieta enriquecida en manteca de cerdo (DEG) incrementé significativamente
(p<0.001) en el tiempo requerido para encontrar la recompensa (30 segundos mas
en promedio) comparado con el grupo CTRL, por lo que se puede inferir que la
manteca tiene efecto negativo sobre procesos de memoria. Asimismo, el tiempo se
siguié incrementando significativamente en este grupo (DEG) con respecto a los

animales control (alrededor de 100 segundos en promedio) durante el quinto mes
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de tratamiento que fue cuando se evalud la fase de prueba del laberinto. Cabe
resaltar que tanto en la fase de entrenamiento como en la fase de prueba, los
animales que a pesar de que fueron alimentados con la misma dieta pero tratados
con teobromina a 30 mg/L (DEG+30), no mostraron diferencia significativa en

ambas fases comparados con los animales control.

Simultdneamente, se estuvieron evaluando diversos parametros para
complementar las pruebas de memoria a largo plazo. En la Figura 19 pueden
mostrarse los resultados de dichos factores. Durante el tiempo que pasaban los
animales dentro el laberinto (5 minutos) se estuvo monitoreando la cantidad de
veces que entraban indistintamente los animales a los brazos del laberinto a lo largo
de las tres fases evaluadas (Figura 19A). En esta gréafica puede observarse que
durante las fases de entrenamiento y prueba no hubo diferencia significativa entre
grupos en la cantidad de entradas a los brazos del laberinto, sin embargo, durante
la fase de prueba puede observarse que el grupo alimentado con manteca de cerdo
(DEG) mostré un incremento significativo en las entradas totales a los brazos del
laberinto comparado con los grupos CTRL y DEG+30.

Adicionalmente, de las entradas totales a los brazos del laberinto se contabilizo el
namero de entradas a brazos correctos (Figura 19B) y a brazos incorrectos (Figura
19C) del laberinto, donde un brazo correcto era el que contenia la recompensa y un
brazo incorrecto el que no la contenia. En cuanto a estos dos resultados, puede
observarse que durante la fase de habituacion no hubo diferencia significativa entre
grupos en ambos parametros, mientras que tanto en la fase de entrenamiento como
en la fase de prueba hubo un decremento y un incremento estadisticamente
significativos en el numero de entradas a brazos correctos e incorrectos,
respectivamente. Por ultimo, se evaluo la cantidad de veces que el animal tomo la

recompensa cada que el animal entraba a un brazo correcto (Figura 19D).
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Figura 19. Distintos parametros evaluados en el laberinto elevado de 8 brazos al
tiempo que tardaban los animales en encontrar la recompensa: (A) Entradas totales
a los brazos del laberinto, (B) Entradas a brazos correctos, (C) Entradas a brazos
incorrectos y (D) Numero de veces de toma de recompensa. Abreviaturas: CTRL,
control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30, dieta enriquecida en grasas y
tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El andlisis estadistico fue realizado con
ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001.

7.2.2. indice de reconocimiento de objeto nuevo (IRON)

La prueba de reconocimiento de objeto nuevo (RON) es una técnica que sirve para
evaluar el estatus cognitivo de roedores y se basa en el comportamiento espontaneo
de los animales, con la grana ventaja de que no requiere recompensa o castigo
como es el caso del laberinto elevado de 8 brazos. Ademas de que esta técnica

evalla procesos de memoria a corto plazo, ya que se realiza rapidamente con una
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simple fase de entrenamiento. Como se mencion0 anteriormente en metodologia,
ésta técnica consta de dos fases, la primera (fase de entrenamiento), consta de un
campo abierto en el que son colocados dos objetos idénticos (objetos familiarizados)
en dos esquinas del campo; y la segunda fase o fase de prueba, en la que se cambia
un objeto familiar por un objeto nuevo (objeto diferente a los familiarizados). En
ambas fases se pusieron individualmente los animales a que interactuaran con los
objetos por 5 minutos. Con respecto a estos resultados, puede observarse en la
Figura 20 que durante la fase de entrenamiento no hubo diferencia significativa entre
grupos, sin embargo, durante la fase de prueba puede mostrarse en la gréfica que
hubo una reduccion significativa en el IRON del grupo alimentado con grasas sin
tratamiento (DEG), mientras que con tratamiento (DEG+30) no hubo diferencia

significativa; ambos grupos comparados con el grupo CTRL.
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Figura 20. Evaluacion del indice de reconocimiento de objeto nuevo (IRON). Se
puede mostrar que no hubo diferencia significativa entre grupos en la fase de
entrenamiento, mientras que en la fase de prueba hubo una reduccion significativa
del IRON en el grupo DEG comparado con los grupos CTRL y DEG+30.
Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30, dieta
enriguecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El analisis
estadistico fue realizado con ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni.
***p<0.001.
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7.3. Distribucion y expresion del péptido y placas p-amiloide

Para evaluar la distribucion del péptido B-amiloide en la corteza frontal, se hizo un
analisis por inmunofluorescencia en cortes coronales del tejido. Para determinar si
el tejido era autofluorescente se realizaron inmunohistoquimicas de cortes utilizados
como blancos, con el objetivo de determinar que la marca que se observaba de la

inmunohistoquimica indirecta era especifica (Figura 21).

ALEXA FLUOR T-PMT MERGE

BLANCO

Figura 21. Blanco de la técnica con anticuerpo secundario Alexa Flaor 568 de
corteza frontal. Fotografias tomadas con aumento de 20X. Abreviaturas: T-PMT,
tubo fotomultiplicador.

Las imagenes obtenidas de la expresion del péptido AB en corteza frontal se
encuentran en la Figura 22. Como se muestra en las imagenes de la Figura 22, a
simple vista puede observarse que hay un incremento en la expresion del péptido
AB en el grupo alimentado con dieta alta en grasas (DEG). Por otro lado, puede
mostrarse que cuando se combind la dieta alta en grasas y tratamiento con
teobromina (DEG+30) hay sdlo un ligero incremento de la expresion de este péptido,
sin embargo se encuentra en menor concentracion que en el grupo que solamente

fue alimentado con dieta alta en grasas (DEG).
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Figura 22. Expresion del péptido ApB en corteza frontal de los diferentes grupos
evaluados. Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas;
DEG+30, dieta enriquecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L.

Para semicuantificar los niveles del péptido y placas AP se realizé la técnica de
Western Blot de corteza frontal de los diferentes grupos evaluados. La Figura 23
muestra los resultados obtenidos de la expresién de péptidos y placas AB. Como
puede mostrarse en la imagen, el péptido de 42 amino&cidos correspondiente a las
bandas encerradas en el recuadro verde, asi como las placas AB (recuadro rojo) de
~132 KDa se expresaron mayoritariamente en el modelo animal generado por dieta
alta en grasas (DEG), mientras que en el grupo DEG+30 se redujo la expresion de
ambos. Ademas, puede observarse en la figura que tanto en la proteina precursora
de amiloide (APP o A4 amiloide) encerrado en recuadro azul como en los
oligdmeros de Ap encerrados en recuadro amarillo, no se observa diferencia en la

expresion de dicha proteina y agregados amiloideos entre grupos.

Ademas se llevé a cabo la semicuantificacion de las bandas obtenidas en el Western
Blot. Para ello, con el fotodocumentador se tomaron las respectivas figuras de las
placas reveladas, y mediante el software Image Lab 6.0.1 se realizé la respectiva
semicuantificacion de las bandas obtenidas. Los datos obtenidos (en unidades
arbitrarias) se llevaron a analisis estadistico, donde se obtuvieron los resultados que
se muestran en la Figura 24. Como puede mostrarse en la figura, se encontr6é un
incremente significativo en la expresién tanto del péptido AB42 como de las placas
formadas por este péptido en el grupo DEG con respecto al grupo CTRL; mientras
que entre los grupos CTRL y DEG+30 no hubo diferencia significativa.
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Figura 23. Expresion del péptido y placas AB en corteza frontal de los diferentes
grupos evaluados. Como puede observarse en la figura, existe un incremento en la
expresion del péptido AB en su forma oligomérica y de placas en el grupo DEG,
mientras que en el grupo DEG+30 se observan niveles parecidos a los del grupo
CTRL. Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30,
dieta enriquecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L.
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Figura 24. Andlisis densitométrico de la expresion del péptido Aps2 (A) y de las
placas amiloides (B) en corteza frontal de los diferentes grupos evaluados. Se puede
observar en la imagen que existe un incremento significativo en la expresiéon de la
forma monomérica y de placa del péptido ABs2 en el grupo DEG comparado al
CTRL, mientras que no existe cambio significativo entre los grupos CTRL y
DEG+30. Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30,
dieta enriquecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El analisis
estadistico fue realizado con ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni.
**p<0.01.
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7.4.Expresion de los marcadores patologicos de la EA

Para evaluar el incremento del péptido AB42 en corteza frontal de los animales que
tuvieron dieta alta en grasas se determind la expresidon de las secretasas
involucradas en la via amiloidogénica (BACE1 y PSEN1) y en la no amiloidogénica
(ADAM10); asi como el segundo marcador patoldgico de la EA, la proteina tau total
y la proteina tau fosforilada. Los resultados obtenidos en este punto se muestran en
la Figura 25. Con respecto a la expresion de a-secretasa (ADAM10) no se encontré
diferencia entre los grupos evaluados. Por otro lado, cuando se realizd la
semicuantificacion de las secretasas involucradas en la via amiloidogénica (BACE1
y PSEN1, correspondientes a [B-secretasa y y-secretasa, respectivamente) se
encontré en el andlisis densitométrico que ambas secretasas se incrementaron
significativamente en el grupo DEG comparadas con el grupo CTRL; cabe resaltar
gue estas enzimas no cambiaron significativamente en el grupo DEG+30 respecto
al grupo CTRL.

Adicionalmente, mediante la misma técnica se evalud la expresion de tau y tau
fosforilada (p-tau Ser-262). en corteza frontal (Figura 25). Como puede observarse
en la misma figura no _hubo diferencia significativa entre grupos en la expresion de
ambas proteinas. Sin embargo, al calcular el intervalo tau total / p-tau (Ser-262),
este rango-se vio alterado entre grupos. En la grafica puede verse que dicho
pardmetro se incrementé de manera significativa en el grupo DEG comparado con
el grupo CTRL, mientras que el grupo DEG+30 no mostro diferencia. Sin embargo,
cuando comparamos el grupo DEG vs DEG+30, puede observarse en la gréfica que
hay una reduccion significativa (p<0.01) de este intervalo en el grupo DEG+30.
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Figura 25. Expresidon de marcadores patologicos de la EA. En la imagen se
muestran la expresion en corteza frontal de distintas secretasas involucradas en la
escision de la proteina precursora amiloide de los distintos grupos evaluados, asi
como la expresion y el intervalo de tau y p-tau (Ser-262). Abreviaturas: CTRL,
control: DEG, dieta enriquecida en grasas; DEG+30, dieta enriquecida en grasas y
tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El andlisis estadistico fue realizado con
ANOVA de dos vias con prueba posthoc de Bonferroni. **p<0.01, diferencia con
respecto al CTRL; #p<0.05, diferencia con respecto al grupo DEG.
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7.5. Expresion de citocinas mediante ELISA

Con el objetivo de buscar mecanismos secundarios de la EA, se cuantificaron
citocinas en corteza frontal de los animales mediante la técnica de ELISA. La Figura
26 muestra los resultados correspondientes a las interleucinas IL-1p, IL-6, IL-10-y
TNF-a (Figura 26A, 26B, 26C y 26D, respectivamente). Como se observa en la
figura, las interleucinas medidas en corteza frontal de los animales que tuvieron
dieta alta en grasas (DEG) se incrementaron significativamente comparados con el
grupo CTRL. Por otro lado, los resultados correspondientes a las interleucinas IL-
1B, IL-6 e IL-10 de los animales tratados con teobromina (DEG+30) no mostraron
diferencia con respecto a los animales del grupo CTRL, sin embargo cuando
comparamos contra el grupo DEG, podemos observar que existe una reducciéon
significativa de la expresion de estas interleucinas. Cabe destacar que en cuanto a
la expresion de TNF-a (Figura 26D) de este grupo, se muestra que disminuye

significativamente la expresion, sin embargo, no al mismo nivel que el grupo CTRL.

7.6.Docking molecular de teobromina con el receptor Aza

Las herramientas computacionales han sido esenciales para entender la interaccion
ligando-receptor. Por ello, las interacciones y los centros de unidn de la teobromina
con el receptor-de adenosina A2aR, un receptor ampliamente relacionado a la EA,
fue evaluado mediantes métodos computacionales. La Figura 27 muestra las
interacciones en una estructura 2D, mientras que la Figura 28 las muestra en 3D.
En la estructura bidimensional se encontr6 que la teobromina presenta dos
interacciones importantes: una interaccion de puente de Hidrégeno con el
aminoacido asparagina 253 (ASN253) entre el grupo amino y el oxigeno
perteneciente al carbono 2 de la teobromina; y una interaccion de tipo n—n entre el
anillo aroméatico de la fenilalanina 268 (PHE268) y el heterociclo de purina de la
teobromina (0o 3,7-dimetilxantina). En la Figura 28 se muestran las mismas

interacciones en una estructura tridimensional.
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Figura 26. Expresion de citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a en corteza frontal de
los diferentes grupos evaluados. Se puede observar que el grupo alimentado con
dieta enriquecida en grasas mostré un incremento significativo de la expresiéon de
las citoquinas analizadas; ademas de que el grupo DEG+30 redujo dichas
citoquinas. Abreviaturas: CTRL, control: DEG, dieta enriquecida en grasas;
DEG+30, dieta enriquecida en grasas y tratamiento con teobromina a 30 mg/L. El
analisis estadistico fue realizado con ANOVA de dos vias con prueba posthoc de
Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, donde * es diferencia con respecto al
CTRL; #p<0.05, #p<0.01, donde # es diferencia con respecto al grupo DEG.
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Figura 27. Interacciones entre la teobromina-y los residuos del sitio de unién del
receptor A2aR representados en imagen 2D.

Figura 28. Interacciones entre la teobromina y los residuos del sitio de union del
receptor A2aR representados en imagen 3D.

81



8. DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas son generalmente esporadicas Yy
usualmente influenciadas por diferentes genes, el estilo de vida de la persona y
ciertos factores ambientales. La EA es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva e irreversible que involucra el deterioro cognitivo y de memoria,
desorientacion en espacio y tiempo, pérdida del juicio, entre otras. De acuerdo a la
Asociacion Internacional de Alzheimer, existen mas de 100 formas. diferentes de
demencia, de las cuales entre el 50 y 60 % corresponde ‘a EA (ADI, 2018).
Actualmente, se ha relacionado a la incidencia de EA con los desordenes

metabodlicos como la obesidad.

Estudios recientes han demostrado que la obesidad, las dislipidemias y la diabetes
tipo 2, son factores de riesgo de la EA (Hascup et al., 2019; Nakandakari et al.,
2019; Samadi et al., 2019; Kothari et al., 2017; Maesako et al., 2015). Anteriormente,
demostramos que una dieta alta en grasas administrada por un largo periodo
inducia las caracteristicas de la obesidad (Mendiola-Precoma et al., 2017). En este
trabajo se evaluo el efecto de la dieta enriquecida en grasas a base de manteca de
cerdo administrada a largo plazo (6 meses) sobre los marcadores patolégicos de la
EA; simultAineamente, evaluamos los posibles mecanismos de la teobromina sobre

dichos marcadores.

La prevalencia global del sindrome metabdlico, que puede ser ocasionado por
desérdenes fisiolégicos como la obesidad, es alta e incrementa progresivamente,
ademas de que actualmente representa un problema de salud publica (Trevifio et
al., 2015). La obesidad es trastorno fisiolégico ocasionado por la acumulacion
anormal o excesiva de grasa corporal, que se genera principalmente por dietas
hipercaloricas y por inactividad fisica. Las dietas ricas en carbohidratos o grasas
son consideradas como dietas hipercaloricas (OMS, 2019). Los lipidos, los cuales
incluyen acidos grasos, grasas neutras, ceras y esteroides, son los mayores

constituyentes de las membranas celulares y también sirven como moléculas
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sefalizadoras a nivel intra- y extracelular. Pueden ser clasificados en acidos grasos,
glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esteroles, esfingolipidos y lipidos prendles (Lim et
al., 2014). En esta investigacion se desarroll6 el modelo de la EA de tipo esporadico
inducido por obesidad a través de una dieta enriquecida en manteca de cerdo al
33% (1:2). Marcadores de obesidad como el peso de los animales y los niveles-de
colesterol y triglicéridos fueron monitoreados a lo largo de la dieta. Los resultados
obtenidos demostraron que en el modelo generado el peso y los niveles de
triglicéridos se vieron incrementados respecto al grupo CTRL, mientras que los
niveles de colesterol no se vieron alterados en ningln grupo de animales. La
manteca de cerdo al ser una mezcla de grasas, principalmente de grasas saturadas,
ocasiona que a largo plazo haya una desregulacion de lipidos como lo son los
triglicéridos, y por consecuencia un incremento-anormal del peso absoluto de los
animales. Asimismo, pudimos observar que la teobromina no alteré estos
parametros, por lo que podemos decir que esta xantina no esta relacionada al

metabolismo de lipidos.

Las pruebas conductuales son esenciales para comprobar el modelo de la EA,
debido a que la cognicidon y la memoria son caracteristicas alteradas en los
pacientes con la EA. La prueba de laberinto elevado de 8 brazos se utilizdé para
evaluar distintos tipos de memoria, primordialmente relacionados a la memoria de
largo plazo. El principal resultado obtenido de esta prueba fue que en el modelo
alimentado_con dieta alta en grasas se observd que durante las fases de
entrenamiento y prueba hubo un incremento significativo (casi del doble) en el
tiempo. que requerian los animales para encontrar la recompensa dentro del
laberinto, por lo que se puede decir que esta dieta ocasiona un severo déficit de
aprendizaje y memoria. Simultineamente se estuvieron monitoreando diversos
pardmetros durante todo el proceso de esta esta técnica, por lo que al verse
alterados la entrada a brazos correctos, como incorrectos, asi como la toma de
recompensa se puede discutir que la dieta alta en grasas ocasiona deterioro en las

memorias de referencia, espacial y procedimental, que se encuentran catalogadas
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dentro de la memoria a largo plazo. Dicho fendmeno observado en los animales es
consistente con los observados en pacientes con EA. Del mismo modo, Valladolid-
Acebes et al., (2011) encontraron resultados similares al observar que la dieta alta
en grasas administrada durante 2 meses ocasionaba un incremento del pesoy del

deterioro cognitivo de ratones.

Ademas, mediante la técnica de reconocimiento de objeto nuevo (RON), se procedio
a corroborar el deterioro cognitivo (memoria a corto plazo) de los animales. Al
analizar los resultados obtenidos de esta técnica (IRON) podemos interpretar que
la obesidad generada en los animales alimentados con DEG ocasiona un deterioro
también de la memoria a corto plazo, ya que el indice fue significativamente menor
que el grupo control; mientras que el tratamiento con teobromina protegié de dafios
cognitivos evaluados en esta prueba y en el laberinto radial. Nuestros resultados
coinciden con los reportados por Jeong et al., (2019), quienes demostraron que la
dieta alta en grasas en ratones por 9 semanas ocasiond una disminucion del IRON.
La prueba de RON esta basada en el comportamiento espontaneo de los animales;
por lo que, la principal ventaja de esta prueba es el hecho de que no requiere
recompensa hi castigo, asi como que requiere Unicamente una fase de
entrenamiento (Bengoetxea et al., 2015). Asimismo, se ha reportado una asociacion
entre la dieta alta en grasas y la carga proteica de AB ocasionada por mutaciones
en APP y PSEN1, ya que se reportd un decremento del IRON relacionado a un
aumento de triglicéridos plasmaticos pero no de colesterol (Petrov et al., 2015). Por
otro lado, la teobromina al tener efectos positivos sobre la cognicion y la memoria,
pudiera deberse a la modulacion de los sistemas catecolaminérgico y colinérgico
(Cova et al., 2019) o a través de los receptores de adenosina (Mendiola-Precoma
et al., 2017).

En contraste, en trabajos previos donde evaluamos la misma dieta, pero en diferente
cepa de rata (Sprague-Dawley), se observaron los mismos efectos cognitivos y de
memoria, sin embargo, los niveles de colesterol se incrementaron significativamente

comparados al grupo CTRL, factor que no fue alterado en este trabajo, por lo que el
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efecto puede ser atribuido al incremento de los niveles de triglicéridos observado
también en ratones alimentados por 9 semanas con dieta alta en grasas (Jeong et
al., 2019). Adicionalmente, la manteca de cerdo al estar constituida principalmente
por acidos grasos como acido oleico, acido esteérico y acido palmitico (Belitz et al.,
2009), ocasiona dislipidemias, obesidad y resistencia a la insulina (Lim et al.,; 2014).
Recientemente, un estudio de cohorte en pacientes con EA fue llevado a cabo para
evaluar la relacion EA-metabolismo de lipidos, donde se concluyé que un set de
lipidos séricos co-regulados fueron asociados con la fisiopatologia de la EA (Barupal
et al., 2019). De acuerdo a Hane et al., (2011), las dietas altas en acido palmitico,
como lo es la manteca de cerdo, conllevan a un-aumento en el fosfolipido
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), lo cual acelera la formacion y agregacion del
péptido amiloide, que descontrola la fluidez de la-membrana y eventualmente lleva

a la apoptosis celular.

Por otro lado, se evalud la expresion del péptido Ap y de placas amiloideas
(marcadores patolégicos de la EA) mediante inmunofluorescencia y Western Blot.
En ambos resultados se demostré que habia un incremento en la expresion de este
péptido, en su forma monomérica como polimérica, en la corteza frontal de los
animales que tuvieron dieta enriquecida en grasas (DEG). Mediante el inmunoblot
se pudieron analizar los diferentes los diferentes conglomerados del péptido, en
donde encontramos Unicamente un incremento significativo de la expresion
monomeérica, asi como en forma de placa, del péptido AB42 en los animales con
DEG; mientras que con respecto a la expresion de la proteina precursora de
amiloide (A4 o APP) o en la forma oligomérica no hubo diferencia entre grupos.
Considerablemente, en un estudio longitudinal se encontré que el indice de masa
corporal esta relativamente poco relacionado a la carga cortical de AB y el dafo
cognitivo en adultos mayores; sin embargo, como se menciona en este trabajo, el
indice de masa corporal es una medida no especifica de la composicion corporal y
puede no reflejar la cantidad y distribucion de la grasa en el cuerpo (Thirunavu et
al., 2019).
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Debido a que la localizacion del tejido adiposo ha demostrado ser importante en la
prediccion del riesgo de demencia (Kerwin et al., 2011), una medida mas especifica
de la adiposidad (por ejemplo la circunferencia de la cintura, el porcentaje de grasa
corporal y el grosor del pliegue cutaneo) puede predecir de una manera mucho
mejor el riesgo de tener EA (Thirunavu et al., 2019). Un incremento en el porcentaje
de grasa visceral fue observado en los animales que consumieron manteca al ser
disectados, por lo que se le puede atribuir a este factor el desarrollo de la
enfermedad neurodegenerativa. Importantemente, un incremento en la carga de
péptidos y placas Ap se ha relacionado a un aumento en la fosforilacion de la
proteina tau, un segundo marcador patoldgico de la ‘enfermedad (Gomes et al.,
2019), un fendmeno que de igual forma fue observado en nuestro trabajo. Tanto el
incremento de la expresion del péptido Ap como de p-tau a base de una dieta alta
en grasas, son resultados consistentes con ratones a los cuales se les dio una dieta
hipercal6rica a base de grasas a corto plazo (Nakandakari et al., 2019). Sin
embargo, los resultados reportados por Walker et al., (2018) difieren a los
encontrados en este trabajo, ya que ellos encuentran que al utilizar ratones
transgénicos APP/PSEN1 alimentados durante 9 meses con una dieta alta en
grasas no existen cambios en la expresion tanto de A como de p-tau. Muchos
estudios han concluido que las interacciones entre Ap y las membranas celulares
contribuyen a la toxicidad y muerte celular observada en la EA. Por otro lado, los
resultados correspondientes al tratamiento con teobromina fueron positivos al

reducir los marcadores mas importantes de la EA.

Debido a que la generacion del péptido Ap de 42 aminoacidos depende de la
escision de proteasas como la a-, -, y y-secretasas, se evaluo la expresion de
dichas enzimas mediante Western Blot y fueron semi-cuantificadas para el andlisis
estadistico. Los resultados con respecto a la expresion de la a-secretasa (ADAM-
10) nos indicaron que no hubo diferencia significativa entre grupos, lo que nos dice
que la dieta y el tratamiento con teobromina no generan ningun efecto sobre esta

enzima involucrada en la via no amiloidogénica. Por otro lado, un aumento
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significativo en la expresion de BACEL (enzima con accion de p-secretasa) y PSEN-
1 (enzima que pertenece al complejo y-secretasa) en la corteza frontal de animales
con dieta alta en grasas (DEG) fue demostrado, mientras que no se observo ningun
cambio cuando los animales fueron tratados con teobromina en la expresion de
ambas enzimas. Respecto a estas observaciones, la ruta de mayor generacion de
péptidos AP1-42 (via amiloidogénica) esta relacionada a la actividad de las enzimas
B-y y-secretasas (Lanni et al., 2019). Similarmente, en otro estudio se demostré que
la obesidad inducida en ratas durante un periodo de 4 meses incrementaba la
expresion génica de BACEL en hipocampo (Mohamed et al., 2018), sin embargo lo
observado en este trabajo fue un incremento en la expresion proteica de BACEL.
Sin embargo, otro trabajo evalud el efecto de la dieta alta en grasas sobre un modelo
transgénico APP/PS1 durante 3 meses. En dicho estudio se encontraron resultados
similares como el incremento de triglicéridos-plasmaticos, o no haber cambios en
los niveles de colesterol en sangre y la expresion de APP; sin embargo también se
reportan resultados que difieren conlos nuestros ya que encontraron una reduccion
de la expresion de ADAM y ninguna alteracion en la expresion de BACE1 (Ettcheto
et al., 2016). Cabe destacar que son modelos totalmente diferentes, ya que el
modelo utilizado por nuestro grupo de trabajo se asemeja mas a las caracteristicas
de vida de una persona, mientras que el modelo transgénico ya posee desde

nacimiento la enfermedad.

Adicionalmente, logramos encontrar en este trabajo que la teobromina previene la
expresion de las secretasas amiloidogénicas BACE1 y PSENL1 en la corteza frontal
de ratas con obesidad inducida por dieta. Un estudio realizado con pacientes que
tenian deterioro cognitivo medio (DCM) evalué el efecto del consumo de teobromina
o cafeina por 12 meses sobre los niveles de AB42 en liquido cefalorraquideo.
Curiosamente, una correlacion positiva fue reportada entre los niveles plasmaticos
y cefalorraquideos del péptido amiloide y la teobromina, mientras que la cafeina no
tuvo efecto sobre los niveles en liquido cefalorraquideo (Travassos et al., 2015).
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Como se menciond, el principal constituyente de las MNF es la forma
hiperfosforilada de la proteina tau axonal, mientras que el mayor constituyente de
las placas seniles es el péptido ABaz. Las placas seniles o placas AB son agregados
extracelulares que corresponden a la deposicion de péptidos Ap de 42 aminoacidos,
derivados de la escisidn de la APP por las proteasas ADAM y BACE, los cuales son
exportados del cerebro al liquido cefalorraquideo o de manera local son degradados
por la microglia, el principal constituyente del sistema inmune innato del cerebro
(Heneka et al., 2015).

En la patofisiologia de la EA, un evento clave es la neuroinflamacion en el SNC, en
donde tanto células de microglia como astrocitos- reactivos liberan factores
inflamatorios que amplifican la respuesta inmune innata inicial al estar en contacto
con el péptido AB. Bajo condiciones patolégicas o de estrés oxidativo, estas células
regulan la expresion de diferentes marcadores de superficie como el complejo
mayor de histocompatibilidad Il (MHC-II) y los receptores de reconocimiento de
patrones moleculares (PRRs), que producen citoquinas pro-inflamatorias como IL-
1B, IL-6, IL-12, INF-y y TNF-a, ademas de que también sintetizan factores
citotoxicos de corta duracion, como las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno
(Guzman-Martinez et-al.,~2019). En este trabajo se analizd la expresién de
citoquinas pro-inflamatorias IL-1f3, IL-6, y TNF-a en el modelo de la EA desarrollado
por dieta alta en grasas, ademas del efecto de la teobromina sobre dichos
marcadores pro-inflamatorios. Los resultados demostraron que la dieta enriquecida
en manteca de cerdo (DEG) ocasion6 un proceso inflamatorio en corteza frontal al
encontrar aumentadas dichas citoquinas. Los resultados de este trabajo son
consistentes con los reportados por Liu et al., (2016), al encontrar estas citoquinas
elevadas en un modelo transgénico APPswe/PS1A9. Por otro lado, un estudio
reciente evalu6 marcadores de inflamacion en el hipotdlamo de ratones C57BL6
alimentados con dieta alta en grasas durante 2 meses, encontrando resultados

similares a los que observamos en nuestro modelo (Mao et al., 2019).
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Se sabe que durante un proceso de obesidad se puede generar resistencia a la
insulina, factor relacionado a la diabetes. En el SNC, la insulina regula varios
eventos bioldgicos criticos que ocurren en las neuronas, la glia, la microglia y la
unidad neurovascular; ademas de que una resistencia a la insulina conlleva al
deterioro de la plasticidad estructural y funcional, y contribuye al desarrollo-de
disfunciones neuronales y cerebrales (Bomba et al., 2019). En otro estudio se
evaluo el efecto de una dieta alta en grasas sobre marcadores patoldgicos de la EA
en ratones transgénicos APP/PS1, asi como la expresion de genes involucrados en
la sefalizacién de insulina, llegando a la conclusién de que la dieta alta en grasas
afecta la sefalizacién de insulina y se acompafia de un incremento en la generacion

del péptido AB42 en hipocampo (Petrov et al., 2015).

No obstante, en nuestro modelo se puede relacionar el aumento de las citocinas
pro-inflamatorias al proceso de obesidad que se encuentra ligado a la resistencia a
insulina. La obesidad, como se menciond, se caracteriza por tener un proceso
inflamatorio crénico de grado lento, el cual impacta todos los tejidos y 6rganos, entre
ellos el pancreas. Las células B-pancreéticas son activadas por estas citoquinas pro-
inflamatorias a través de sus respectivos receptores, promoviendo la activacion de
la via NFkB/IkBa que-estimula una condicidon pro-inflamatoria; sin embargo, el
desequilibrio en los nutrientes (hiperglucemia o hiperlipidemia) también puede
activar rutas inflamatorias en la células pancreaticas, y ambos procesos conllevan
al dafo del DNA gue se traduce en una deficiencia en la sintesis de insulina y un
incremento en la produccién de ROS, por lo tanto, altos niveles sistémicos de
glucosay lipidos. Al haber hiperglucemia, hiperlipidemia y una inflamacion sistémica
se promueve la agregacion de AB en cerebro, que en conjunto con una reduccion
de insulina se disminuye el transporte y la utilizacion de glucosa en cerebro via dafio
de la sefalizacion de insulina. Y por ultimo, al promoverse la generacion del péptido
amiloide se activan las células de microglia, produciendo diversas citoquinas pro-

inflamatorias (IL-18, IL-6, y TNF-a) y anti-inflamatorias (IL-10), y especies reactivas
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de oxigeno y nitrégeno, que conducen a un proceso neuroinflamatorio (Verdile et
al., 2015).

Aunado a esto, se evaluo el efecto de la teobromina sobre la expresion de estas
citocinas en la corteza frontal, encontrando reduccion simultanea tanto de las
citoquinas pro-inflamatorias como anti-inflamatorias. Esto es consistente con los
resultados anti-inflamatorios reportados de esta metilxantina, debido a que redujo
los niveles de TNF-a en cultivo de células de glioblastoma; asi como en vias
respiratorias (Cova et al., 2019; Ofatibia-Astibia et al., 2017). Dichos efectos
positivos pueden deberse a que las metilxantinas, en este caso la teobromina, son
inhibidores selectivos no competitivos de fosfodiesterasas, por lo que se promueve
la activacion de la proteina cinasa A (PKA) por medio del cAMP, inhibiendo la

sintesis de TNF-a y de leucotrienos (Cova et al., 2019).

Como ultimo punto se evalué la interaccion de la teobromina con los receptores de
adenosina subtipo A2a (A2aR) mediante técnicas de quimica computacional. Para
ello se disefid la estructura de la teobromina y el estado de protonacion (pH=8.0)
mediante el software MarvinSketch y se insert6 al programa Maestro, donde
previamente se habia insertado el receptor en estructura cristalografica obtenido de
la base de datos delProtein Data Bank (PDB 3QAK). En este programa pudimos
evaluar las diferentes interacciones entre ligando-receptor, observando que la
teobromina tuvo. interacciones de tipo puente de Hidrogeno y n—=; ademas de que
la teobromina se encuentra rodeada por varios residuos de aminoacidos
hidrofébicos como Ala63, lle66, Val84, Leu85, Metl77, Trp246, Leu249, Met270 e
lle279. Por lo tanto, dentro del sitio ortostérico del receptor Aza, el nlcleo de xantina
del ligando (teobromina) se intercala entre dos partes hidrofébicas de la proteina,
ademas de tener interacciones de puente de Hidrégeno con la Asn253 e
interacciones n—n del ndcleo de xantina con la Phel68, lo que ocasiona que se dé
una interaccion mayor entre ligando-receptor. Estos resultados son similares a los
reportados en el estudio reciente donde se evalud la interaccion de cafeina y

teofilina con los receptores de adenosina A1 y A2a, Yy Se reporta que existe una
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interaccion de puente de H de estos ligandos con los residuos Asn254 (en los
receptores A1) o0 Asn253 (en receptores Aza); sin embargo en dicho estudio no se
reporta la interaccion n—n que nosotros encontramos (Cheng et al.,, 2019). Los
receptores de adenosina A1 y A2a estan altamente conservados, por lo que no
difieren demasiado en su estructura cristalografica. Esto sugiere que las
interacciones de las metilxantinas con los grupos hidrofobicos son de mayor
importancia que el puente de H que se produce con la Asparagina; en adicion de la

interaccion covalente de tipo n—r que presenta la teobromina conlosreceptores Aza.

En relacién a lo anterior, los receptores purinérgicos de tipo A2a se expresan en la
mayor parte del cerebro y en todas las células cerebrales, incluyendo las neuronas
y las células gliales. La sefializacion de los receptores Aza es responsable por varios
aspectos importantes de la activacion microglial y astroglial, incluyendo la liberacién
de citoquinas pro-inflamatorias (Ferretti et al., 2018); la retracciébn de procesos
microgliales (Orr et al., 2009), y la induccién de factores anti-inflamatorios como
iINOS, IL-6 y COX2 (Franco y Navarro, 2018). Se conoce que una sobre-regulacion
de los receptores A2a ocasiona procesos inflamatorios y puede llevar a
enfermedades neurodegenerativas (Nedeljkovic, 2019). Ademas de la alteracion en
la expresion de este receptor, los eventos patoldgicos, como la EA, inducen una
ganancia de funcion de la sefializacion de A2aR. En estas condiciones, los A2aRs
forman complejos de iso- y heteroreceptores con otras proteinas de membrana e
interfiere con otras cascadas de sefalizacion intracelular; asi que, los isocomplejos
funcionales A2aR-Az2sR y AiR-A2aR, ademas de los heteroreceptores Az2aR-a-
sinucleina, A2aR-D2R, A2aR-D2R-NMDA, A22aR-mGIuR5 y A2aR-CB:1R, se han
demostrado en la actividad de los astrocitos y microglia, por lo que pueden ser
relevantes para multiples neuropatologias (Borrotto-Escuela et al., 2018).
Adicionalmente, se reporté por primera vez una sobreexpresion de receptores de
adenosina A2aR en neuronas de personas envejecidas, lo cual se encuentra
agravado en pacientes con EA, lo cual fue acompafiado con un incremento de la

activacion del receptor NMDA, dependiente del receptor mGIuR5 y ligado a una
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mayor entrada de Ca?* (Temido-Ferreira et al., 2018), lo cual hipotéticamente puede
ser disminuido al utilizar un antagonista como teobromina que, como se evalué en

este trabajo, tiene fuertes interacciones con este receptor.

Finalmente, como una propuesta de mecanismo, la teobromina reduce los niveles
del péptido AB42 debido a que puede disminuir la expresion de las secretasas
BACE1 y PSEN1, que se encontraron elevadas en nuestro modelo inducido por
obesidad. Como resultado de dichos hallazgos, puede ser argumentado que por
decremento del péptido AP, el estrés oxidativo y las marafias neurofibrilares son
simultaneamente reducidas, las cuales son producidas por consecuencia de la
hiperfosforilacién de la proteina tau. Del mismo modo, la teobromina no altera la
expresion de ADAM10, por lo que la via no amiloidogénica no se ve alterada.
Ademas, puede decirse que gran parte de los mecanismos observados en este
trabajo fueron positivos para teobromina. De manera importante se puede deducir
que los mecanismos anti-inflamatorios se pueden deber a la interaccion de la
teobromina con los receptores de adenosina A2aR, que en parte se expresan
mayoritariamente en neuronasy células microgliales y astrogliales; o a la reduccién
de la excitotoxicidad generada por la interaccion de estos receptores con otros

receptores, principalmente de glutamato.
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CONCLUSIONES

Se logré reproducir, en ratas Wistar, el modelo murino de la EA inducido con
dieta alta en grasas con las caracteristicas cognitivas y de memoria
caracteristicas en los modelos transgénicos.

La dieta enriquecida en grasas, administrada durante un periodo. largo,
ocasion0 deterioros cognitivo y de memoria de corto y largo plazo en los
animales, y los resultados al administrar teobromina indicaron un efecto
neuroprotector.

Se obtuvo un aumento de la expresion del péptido APs2 y de placas
amiloideas en la corteza frontal de animales alimentados con dieta
enriquecida en grasas, mientras que con el tratamiento con teobromina no
hubo cambio al compararlos con el control.

La Proteina Precursora de amiloide (APP) permanecio6 sin cambios en todos
los grupos analizados.

La expresion en corteza frontal de la proteasa no amiloidogénica ADAM10 se
mantuvo constante.

La expresion de enzimas amiloidogénicas (BACE1 y PSENL1) se incrementé
en el modelo generado, y el grupo de ratas tratado con teobromina no
presenté diferencia significativa con el control.

Se observé aumento del intervalo de la proteina tau total con respecto a p-
tau en los animales con DEG.

Las citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-a aumentaron
significativamente en la corteza frontal de los animales alimentados con
grasas, y la teobromina indujo efecto anti-inflamatorio.

La citocina anti-inflamatoria IL-10 no se alter6 con el tratamiento con
teobromina, sin embargo, con la dieta alta en grasas se incremento
significativamente.

Las interacciones analizadas entre la teobromina y los receptores Aza son de

tipo puente de Hidrogeno, hidrofébicas y n—.
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En conclusién, la obesidad y las dietas altas en grasas han sido ampliamente
relacionadas a la EA; sin embargo, la EA es una patologia multifactorial en la cual
los mecanismos fisiopatolégicos no han sido comprendidos. Cabe destacar que en
este trabajo se proponen algunos efectos positivos de la teobromina en la EA de

tipo esporadico inducida por dieta alta en grasas.
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