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RESUMEN

En esta investigacion se evaluo el efecto de andrografolido sobre la agregacion y
desagregacion del péptido B-amiloide. Una de las lesiones observadas en un paciente con
enfermedad de Alzheimer son las placas seniles, las cuales estdn formadas por la
deposicion extracelular de estos agregados amiloideos. Estos agregados corresponden a un
autoensamblaje del péptido AP 1.4 de forma monomérica, (que es un producto normal del
metabolismo y no es toxico para las células neuronales), a formas multimeéricas y
poliméricas con una potente toxicidad.

El seguimiento del proceso de agregacion del péptido in vitro se realizd por
turbidimetria a 405 nm y se midid la absorbancia de la reaccion que contiene el péptido AB
1-40, €N ausencia y presencia de andrografolido. La desagregacion del péptido in vitro fue
seguida por fluorimetria con tioflavina (ThT) que se une especificamente al amiloide,
siendo monitoreada por excitacion a 437 nm y emision a 485 nm. Por otro lado, es
importante resaltar que el péptido AP 1.40 agregado, tiene un claro efecto neurotoxico y
neurodegenerativo. En este trabajo se estudio el efecto de andrografolido en cultivo
primario de neuronas corticales en presencia de AP 1-40 agregado, para lo cual se utilizaron
anticuerpos anti-tubulina tirosinada y anti-MAP-2, lo que fue observado bajo el
microscopio de fluorescencia.

Se concluyé que andrografolido es un compuesto que inhibe la agregacion del
péptido AP 1-40 en fibras amiloide, ademas también es capaz de inducir la desagregacion de
las fibras amiloides formadas, siendo este proceso tiempo y concentracion dependiente. Por
otra parte, presenta un efecto neuroprotector, pues mantiene la morfologia de las neuronas

en presencia de agregados amiloidogénicos.



SUMMARY

The present investigation evaluated the effect of andrographolide on the aggregation
and disaggregation of R-amyloid peptide. One of the lesions observed in Alzheimer’s
patients are the senile plaques, formed by the extracellular deposition of amyloid
aggregates. These aggregates are the result of the self-assembly of monomeric AR 140
peptides, (which are normal products of metabolism and non-toxic for neuronal cells), into
multimeric and polymeric forms of high neurotoxicity.

The in-vitro peptide aggregation process was performed by turbidimetry at 405 nm
and the absorbance of the reaction of Al 1.40-containg peptides was determined in presence
and absence of andrographolide. The in-vitro peptide disaggregation was evaluated by
Thioflavin T (ThT) fluorimetry that binds specifically to the amyloid and monitored by
excitation at 437 nm and emission at 485 nm. On the other hand, it is important to mention
that the AP 140 peptide aggregates has a significant neurotoxic and neurodegenerative
effect. Therefore, in this work we also studied the effect of andrographolide on a primary
culture of cortical neurons in the presence of AR 1.40 aggregates, by means of tyrosinated
antitubuline and anti-Map-2 antibodies, and evaluated by fluorescence microscopy.

Finally, it can be concluded that andrographolide is a compound that inhibits the
fibrillar aggregation of AR 1.49. Moreover, it also induces disaggregation of formed amyloid
fibers, a process time and concentration dependent. On the other hand, it posseses a
neuroprotective effect, since it maintains the morphology of neurons in the presence of

amyloidogenic aggregates.
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1.1 ANTECEDENTES TEORICOS

1.1.1 ETIOPATOGENIA

El aumento progresivo de la longevidad humana esta dando origen a la presentacién de
nuevos sindromes psicopatoldgicos invalidantes, entre los cuales destaca prioritariamente la
enfermedad de Alzheimer (Gonzéalez, 2000), que es una de las enfermedades del Sistema
Nervioso Central (SNC) de mayor incidencia en la vejez (Ostrosky-Solis, 1999). Corresponde a
un desorden neurodegenerativo progresivo, considerado actualmente como la principal causa de
demencia (Ostrosky-Solis, 1999). Esta demencia se caracteriza por un trastorno de las habilidades
cognitivas que es de inicio gradual (Goodman & Gilman, 2001). Conforme progresa el trastorno,
se van dafiando funciones cognitivas, entre ellas las habilidades para efectuar célculos, ejercicios,
manipular objetos e instrumentos comunes (Goodman & Gilman, 2001). De acuerdo con la edad
de inicio del cuadro clinico se han definido dos grupos (Nalbantoglu et al., 1990). La forma
temprana (presenil) o enfermedad de Alzheimer familiar que comienza antes de los 65 afios, tiene
mayor rapidez evolutiva y representa el 5-10% de los casos (Nalbantoglu et al., 1990). Esta se
caracteriza por manifestaciones temprana de la enfermedad, en algunos casos pacientes
aproximadamente de 40 afios (Rosenberg, 2000) y la forma tardia (senil) o enfermedad de
Alzheimer esporadica, que se presenta después de los 65 afios y representa el 90% de los casos,
sin aparentes antecedentes familiares (Nalbantoglu et al., 1990). Es poco frecuente la forma de
enfermedad de Alzheimer familiar (Bird et al., 1989) y clinicamente las manifestaciones son
bastantes similares o casi indistinguible de la enfermedad de Alzheimer esporédica, ellas solo
difieren en la edad de presentacion y rapidez evolutiva, aunque algunas familias pueden mostrar

sefiales clinicas distintivas (Selkoe, 2001).



1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Estudios epidemioldgicos indican un aumento de la incidencia de esta enfermedad
(Hebert et al., 2003), diagnosticada por primera vez en 1907, por el médico aleman Alois
Alzheimer (1864-1915) (Selkoe, 2001). Segun estimaciones globales, hay unos 12 millones de
afectados en todo el mundo, de los que 7 millones se ubican en sociedades industrializadas
(Hebert et al., 2003). Se estiman 4.5 millones de americanos con Alzheimer, si este nimero
continua creciendo se estima que para el 2050 aumentara entre 11.3 millones a 16 millones
(Hebert et al., 2003). ElI aumento de la edad es el principal factor de riesgo, el nimero de
individuos afectados se dobla cada 5 afios después de los 60 afios (Townsend and Pratico, 2005),
elevando la prevalencia desde 1%, a mas del 40% en individuos mayores de 85 afios de edad
(Townsend and Pratico, 2005). La muerte en una persona con enfermedad de Alzheimer, suele
sobrevenir en un plazo de 6 a 12 afios después de iniciarse el trastorno (Goodman & Gilman,
2001). Una persona diagnosticada con la enfermedad sobrevivira la mitad del tiempo, que una

persona de la misma edad y sin demencia (Larson et al., 2004).

1.1.3 TECNICAS EMPLEADAS PARA OBSERVAR CAMBIOS CEREBRALES

El diagndstico de la enfermedad de Alzheimer solo puede establecerse después de la
muerte por estudio necrépsico (Gonzalez, 2000). El papel de la neuroimagen en el diagndstico y
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras demencias degenerativas es
fundamentalmente descartar otras lesiones cerebrales lentamente progresivas que pudieran causar
demencia, como son los tumores de I6bulo frontal o temporal o lesiones vasculares (Masdeu,
2004). Existen pruebas empleadas para observar cambios en el cerebro entre las que se destaca la

Resonancia Magnética (RM) y la Tomografia por emision de positrones (PET).



La Resonancia Magnética (RM): muestra cambios estructurales en el cerebro de personas
con riesgo de desarrollar la enfermedad, pero que todavia son asintomaéticas (Krasuski et al.,
2002; Schott et al., 2003). Ademas, la facilidad de llevar a cabo estudios de RM avala la utilidad
de la neuroimagen estructural en el seguimiento y deteccion preclinica de la enfermedad de
Alzheimer (Du et al., 2003; Schott et al., 2003). La Tomografia por emision de positrones (PET):
estudia cambios en el metabolismo o perfusion cerebral y puede determinar la distribucion
cerebral regional de mas de 500 trazadores bioldgicos, entre los que se encuentran sustratos de
enzimas y transportadores, medicamentos y oligonucleétidos (Phelps, 2000; Song et al., 2000).
Ademas, estudios de PET avala la utilidad de la neuroimagen funcional que hasta el momento ha
sido lo suficientemente sensible y especifica para detectar alteraciones tempranas en la génesis de
la enfermedad de Alzheimer (Masdeu, 2004). Sin embargo, el diagndstico en vida de la

enfermedad se basa en la valoracion clinica cuidadosa del paciente (Goodman & Gilman, 2001).

1.14 ALTERACIONES ANATOMOPATOLOGICAS

Desde el punto de vista patologico se observan en el cerebro de un paciente con
Alzheimer pérdidas neuronales y se distinguen dos tipos de lesiones caracteristicas: agregados
extracelulares del péptido p amiloide llamados placas seniles y agregados intracelulares de la
proteina Tau llamados ovillos neurofibrilares (Selkoe, 2001).

En los ovillos neurofibrilares, la proteina Tau, de asociacion al citoesqueleto, se encuentra
en un estado hiperfosforilado, lo cual le impide cumplir su funcién y provoca su autoensamblaje
en filamentos helicoidales pareados o PHF (Goedert, 1993). Las placas seniles son depdésitos
extracelulares insolubles del péptido p amiloide (AB), que estan asociado a dafio axonal y

dendritico generalmente encontrado en regiones limbicas y de asociacién a la corteza (Dickson,



1997). La distrofia neuronal ocurre dentro del depdsito amiloide y alrededor de esté, los procesos
neuronales se dilatan a menudo y son tortuosos (Selkoe, 2001). A las placas estan intimamente

asociadas la microglia y se rodean por astrocitos reactivos (Selkoe, 2001).

1.1.5 HIPOTESIS DEL ORIGEN DE LA ENFERMEDAD

AUn no se ha encontrado la explicacion para el origen de la enfermedad, aunque existen 5
tipos de hipotesis:

Hipdtesis de la cascada amiloide: La cual plantea que la etiologia de la enfermedad de
Alzheimer, es por la aparicion de una mutacion en los genes que producen la proteina precursora
de amiloide, la proteina Tau o en enzimas que participan en los procesos de APP, como la
presinilina 1 y 2 (Findeis, 2002). Todas estas alteraciones actuarian sobre la proteina B-amiloide
(AP), el ultimo desencadenante de la muerte de las neuronas (Selkoe, 2001).

Hipdtesis de la proteina Tau: La proteina Tau es una proteina multifuncional que esta
asociada a los microtubulos y juega un rol importante en su ensamblaje, ademas de su
estabilizacion, contra una dinamica inestable (Kosik et al., 1986). La proteina Tau alterada
produciria una degeneracién neuronal, con estructuras caracteristicas, los ovillos o nudos
neurofibrilares (Kosik et al., 1986).

Hipétesis de la acetilcolina: Segun la cual la deficiencia de acetilcolina tiene importancia
critica en la génesis de los sintomas de esta entidad patoldgica (Goodman & Gilman, 2001),
donde la pérdida de neuronas colinérgicas parece ser la responsable de gran parte de la
deficiencia de aprendizaje y memoria de la enfermedad de Alzheimer (Rang, 2004).

Hipdtesis del calcio: Hay un desequilibrio de calcio en los enfermos de Alzheimer,

puesto que los radicales libres inducen una entrada masiva de calcio en las células neuronales



(MacManus et al., 2000), por lo tanto el exceso de calcio puede provocar la destruccion de las
celulas nerviosas (MacManus et al., 2000).

Hipdtesis inflamatoria: Esta postula que la degeneracién de neuronas en pacientes con
Alzheimer es secundaria a una respuesta inflamatoria, mas que a los rasgos caracteristicos de

placas seniles y ovillos neurofibrilares por si mismos (Townsend and Pratico, 2005).

1.1.6 FACTORES DE RIESGO

Es dificil determinar quién va a desarrollar la enfermedad de Alzheimer, puesto que se
trata de una alteracion compleja, de causa desconocida, en la que al parecer intervienen multiples
factores que juegan un rol importante y aumentan las probabilidades de padecer esta patologia,
entre los factores de riesgo estan:

Edad: Como se menciond anteriormente esta enfermedad suele afectar a mayores de 65
afios, dandose también algunos casos de pacientes aproximadamente de 40 afios (Rosenberg,
2000). La edad media de diagnostico es a los 80 afios, puesto que se considera que la enfermedad
de Alzheimer es favorecida por la edad (Gonzaléz, 2000).

Sexo: Aunque la severidad de esta enfermedad es similar en ambos sexos, la mujer
presenta una dificultad mayor en tareas de memoria seméantica (Henderson and Buckwalter,
1994), cuando los niveles de estrogeno son bajos en la menopausia; la terapia de reemplazo
hormonal en pacientes puede restaurar la capacidad de memoria y retardar la aparicion de
perturbaciones de la enfermedad de Alzheimer (Maccioni et al., 2001). En el hombre la
disminucion de testosterona es gradual y las neuronas tienen la habilidad de convertir esta
hormona en estradiol, lo cual puede explicar una incidencia menor de desérdenes cognitivos en

pacientes varones mayores (Maccioni et al., 2001).



Genética: Los genes mas implicados en la enfermedad de Alzheimer son aquellos que
codifican para la proteina precursora de amiloide (APP), a2 macroglobulinas, presinilinas 1y 2 'y

apolipoproteina E (Apo E) (Maccioni et al., 2001). Esta proteina estd implicada en la
movilizacién y redistribucion del colesterol en la reparacion, crecimiento y mantenimiento de la
mielina y de las membranas neuronales durante el crecimiento o despues de lesiones del SNC
(Gonzalez, 2000). La frecuencia de alelos de la Apo E 0 el nUmero de copias se encuentra
correlacionado con un mayor riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer, disminucion de la
edad de presentacion, aumento de la densidad de la placa senil y disminucién de la actividad de la
acetiltransferasa y de la densidad colinérgica neuronal (Gonzéalez, 2000). De todas las formas que
presenta el gen de la Apo E, se ha comprobado que la Apo E4 pudiera ser la mas influyente,
aunque la enfermedad también aparece en sujetos que no tienen la Apo E4 (Lambert et al., 1998).
Las mutaciones en la APP en la enfermedad de Alzheimer familiar, es menos frecuente que las
mutaciones en las presinilinas, identificandose pacientes de hasta 30 afios de edad (Prasher et al.,
1998). La a2 macroglobulina se considera un importante factor de riesgo para la enfermedad por
el polimorfismo de esta proteina (Blacker et al., 1998; Gibson et al., 2000), ella media la salida y
degradacion del péptido AP. Las presinilinas estan involucradas, en el procesamiento normal de
la APP, por lo tanto mutaciones que lleven a la presinilina 1 (PS1) a aparecer con alteraciones en
diferentes sitios, son responsables de la division erronea de APP y la generacion de péptidos AB
(Xia et al., 1997). La PS1 también interactta con glicdgeno sintetasa kinasa (GSK 3b), una de las
proteinas criticas envueltas en la fosforilacion de la proteina Tau; al interactuar la PS1 anémala
con GSK 3b podria aumentar las fosforilaciones en los sitios de Tau, generando una proteina Tau
que le falta habilidad de asociacion con el citoesqueleto y genera filamentos helicoidales

pareados (PHF) (Takashima et al., 1998).



Estudios y educacion: Diversos estudios indican que un bajo nivel educativo supone un
factor de riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer, mientras un nivel elevado de educacion
confiere cierta proteccion (Katzman, 1993), lo que sugiere que la educacién incrementa la reserva
cerebral al aumentar su densidad (Gonzélez, 2000). La mayor reserva circulatoria cerebral
producida por la educacion, especialmente en la region parietotemporal, exige mayores lesiones
neuropatoldgicas para alcanzar niveles de gravedad clinica similar a lo observado en sujetos con
menor nivel educativo (Stern et al., 1992).

Intoxicaciones ambientales: Metales como el hierro son promotores de la
neurodegeneracién al acumularse en el cerebro, induciendo dafio neuronal por la produccion de
radicales libres (Egana et al., 2003).

Campos electromagnéticos: Sujetos expuestos prolongadamente a campos magnéticos
tienen tres veces mas la posibilidad de padecer la enfermedad, ya que en estos casos existe un
notable aumento del i6n calcio en las células nerviosas, lo cual favorece su muerte (Sobel y

Mortimer, 1998)".

1.1.7 PEPTIDO B AMILOIDE

El péptido B amiloide es de longitud variable 39 a 43 aminoécidos y un tamafio de 4 kDa ,
derivado de la proteolisis de la proteina precursora de amiloide (APP) (Glenner and Wong,
1984), que es codificada por el gen que esta localizado en el cromosoma 21 (Maccioni et al.,
2001). La proteina precursora de amiloide pertenece a un tipo de familia de glicoproteinas
transmembrana que se expresa en varios tipos de células (Maccioni et al., 2001). La mitad del N-

terminal de la APP es proyectado hacia el dominio extracelular o puede localizarse

! Sobel, E., Mortimer, J. Electromagnetic risk in Alzheimer disease. Fourth International Conference on AD.
Minneapolis, 1998. Comunicacion.



intracelularmente en el lumen de las vesiculas, tal como en el reticulo endoplasmico, aparato de
Golgi y endosomas intracelulares (Neve et al., 2000). La region C-terminal de la APP queda en el
dominio citoplasmatico (Kang et al., 1987). La APP es sensible a la proteolisis de proteasas
Ilamadas o, B y y secretasa (Maccioni et al., 2001). Las secretasas son responsables de la
produccion del péptido AB (1-40) y la variante Ap (1-42), con una capacidad significativamente
mas alta de agregarse (Citron et al., 1996). Las secretasas  y y son promotoras de la formacién
de AB, mientras que la o secretasa es neuroprotectora. Se ha sugerido que en condiciones
normales, la APP podria tener un efecto trofico sobre las neuronas (Neve et al., 2000; Qiu et al.,
1995). EI Ap mondmerico es una forma nuclear, que crece como protofibra soluble (Yankner et
al., 1989), este es un producto normal del metabolismo de la APP y no es tdxico para las células
neuronales (Lorenzo and Yankner, 1994), sin embargo el ensamblaje a formas multiméricas y
poliméricas, otorgan al Ap una potente toxicidad para las células neuronales (Pike et al., 1991).
Asi la formacion de péptido AP insoluble, seria el responsable de la disfuncion sinéptica en la
enfermedad de Alzheimer (Cleary et al., 2005). EI AB constitutivamente secretado por células
neuronales normales (Haass et al., 1992), se encuentra principalmente en el fluido cerebro espinal
y en la sangre, también se ha visto que se acumula en los capilares cerebrales, arteriolas y venulas
(Seubert et al., 1992). Los niveles de Ap encontrados en el fluido cerebro espinal humano estan
en el rango de 3- 8 nM (Motter et al., 1995), considerando que el nivel en el plasma esta
generalmente bajo 500 pM (Scheuner et al., 1996). En la enfermedad de Alzheimer se ha
encontrado una marcada disminucion de Ap en el liquido cefalorraquideo (Maccioni et al., 2004).

La participacion de los dep6sitos A en el cerebro como factor inductor de la enfermedad
de Alzheimer es una hipotesis ampliamente aceptada y se basa principalmente en la asociacion

entre la enfermedad de Alzheimer de tipo familiar con diversas mutaciones en el gen APP 0 en
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genes de proteinas encargadas de su secrecion, tales como las presinilinas 1 y 2 (Maccioni et al.,
2001). La hipdtesis del amiloide ha sido una importante base para el actual conocimiento sobre
esta enfermedad (Maccioni et al., 2001). Sin embargo, se ha observado la presencia de
abundantes placas seniles conteniendo la forma agregada del péptido ApB en cerebros de personas
ancianas normales, incluso en la ausencia de sintomas de demencia (Neve et al., 2000; Terry et
al., 1987), lo que sugiere que junto al Ap existen otros factores determinantes en la patogénesis

de la enfermedad (Maccioni et al., 2001).

1.1.8 MECANISMOS DE MUERTE NEURONAL

Investigaciones recientes de los mecanismos de muerte celular en la enfermedad de
Alzheimer, han llevado a entender como la apoptosis y necrosis contribuyen a la
neurodegeneracion (Kusiak et al., 1996; Wolozin and Behl, 2000). Estudios neuropatolégicos
muestran un incremento en la razon de neuronas apoptdticas en muestras de cerebros postmorten
de pacientes con esta enfermedad, comparado con pacientes controles (Yang et al., 1998).

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso esencial durante el desarrollo del
sistema nervioso, permitiendo la seleccion de poblaciones neuronales adecuadas (Kuan et al.,
2000; Oppenheim, 1991). La apoptosis presenta rasgos morfoldgicos caracteristicos, entre ellos:
condensacién de la cromatina, fragmentacion del ADN y vesiculacién de la membrana celular
(Maccioni et al., 2001), produciendo un dafio minimo a las células vecinas generalmente sin
inflamacién (von Bernhardi, 2004), esta se ejecuta por una serie de eventos celulares que
involucra la activacion de caspasas (Maccioni et al., 2001). Las caspasas son una familia de
proteasas, algunas existen como pro-enzimas, las cuales son claves para iniciar la activacion de

eventos celulares que finalmente llevan a la apoptosis (Maccioni et al., 2001).
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En el sistema nervioso y especialmente durante el desarrollo, la apoptosis parece ser
activada por carencia de factores tréficos (Maccioni et al., 2001), asi por ejemplo, la pérdida de
apoyo trofico puede producir la desfosforilacién de BAD que interactia con Bcl-2, inhibiéndola
(Maccioni et al., 2001), lo que facilita la liberacion de citocromo ¢ por la mitocondria y el factor
activador de apoptosis Apaf, el cual lleva finalmente a la activacion de caspasa 3 (Dudek et al.,
1997). También hay evidencia que la carencia de factores tréficos induce estrés oxidativo en las
neuronas, involucrando la produccion de oxido nitrico, superéxido y peroxinitrito, los cuales
activan caspasa 3 (Estevez et al., 1999; Estevez et al., 1998). Peroxinitrito tiene méas de un rol en
la induccion de apoptosis, ya que se ha demostrado ademéas que puede inhibir la proteina
transductora de sefiales fosfatidilinositol 3 quinasa (Pl 3K), la cual estd implicada en la
supervivencia celular (Spear et al., 1997).

La necrosis es una forma de muerte celular caracteristica, también el inicio erroneo de la
apoptosis en condiciones anormales o estresantes resulta en necrosis (Sastry and Rao, 2000). La
necrosis presenta rasgos morfolégicos caracteristicos, tales como: tumefaccion mitocondrial,
dilatacion del reticulo endoplasmico y vacuolacion del citoplasma; las células tumefactas se lisan
y el contenido celular es liberado al espacio intercelular, dafiando a las células vecinas y
generando un proceso inflamatorio (von Bernhardi, 2004). Todas las células poseen mecanismos
homeostaticos elaborados que pueden compensar cambios ambientales y mantener el
compartimiento interno estable, pero la mantencion de la integridad es limitada (von Bernhardi,
2004). La deplecién energética aguda es una de las condiciones gatillantes de necrosis mas
potentes en las neuronas y se produce rapidamente en periodos de isquemia o hipoglicemia
(Lipton, 1999). La acumulacion de radicales de oxigeno, generados como productos de procesos

metabolicos normales o aberrantes, puede gatillar tanto necrosis como apoptosis (von Bernhardi,
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2004). Estos factores generalmente causan la muerte al sobrepasar los mecanismos regulatorios y
homeostaticos, o al comprometer la integridad estructural de la célula (Andersen, 2004).

Es importante destacar que el mecanismo por el cual Ap induce la muerte celular o
apoptosis no estéd aun claramente definido (Mattson et al., 1992). Sin embargo, se conoce que AB
altera los niveles de calcio, promoviendo la susceptibilidad a dafio excitotoxico (Mattson et al.,
1992) y la formacion de radicales libres (Shearman et al., 1994). Se ha mostrado que AP causa la
muerte de neuronas corticales e hipocampales in vitro (concentraciones 1-100 uM ) e in vivo
(LaFerla et al., 1995; Yankner et al., 1990). En cultivos neuronales el tratamiento con A induce

las tipicas caracteristicas apoptoticas (Watt et al., 1994).

1.1.9 TRATAMIENTOS

Por el momento no existe ningun tratamiento que revierta el proceso de degeneracion de
esta enfermedad y sélo se disponen de tratamientos para minimizar o estabilizar los sintomas de
la enfermedad de Alzheimer (Townsend and Pratico, 2005). Concretamente, se utilizan los
inhibidores de la acetilcolinesterasa, farmacos aprobados por la FDA, que elevan los niveles de la
acetilcolina en el cerebro (Florez, 1997; Rang, 2004), al inhibir a la enzima acetilcolinesterasa
que es la encargada de metabolizar la acetilcolina a acetato y colina y por lo tanto poner fin a la
accion de este neurotransmisor (Katzung, 1997). El interés de utilizar estos medicamentos de
efecto colinérgico en el paciente con enfermedad de Alzheimer se basa en el hecho que en estos
enfermos se observa una pérdida de neuronas colinérgicas subcorticales (Goodman & Gilman,
2001), en particular, las de la parte basal del cerebro anterior (nicleo basal de Meynert), que

brindan inervacion colinérgica a toda la corteza cerebral (Goodman & Gilman, 2001), por lo que
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se intenta aumentar el sistema colinérgico, especialmente a expensas de la inhibicion de la
acetilcolinesterasa (Gonzélez, 2000).

Por otra parte, las alteraciones conductuales y los trastornos psiquiatricos que estos
enfermos pueden padecer exige otro tipo de intervencidon terapéutica que disminuya o anule tales

complicaciones (Gonzélez, 2000).

1.1.9.1 ANTICOLINESTERASICOS

El primer inhibidor de la acetilcolinesterasa aprobado por la FDA fue el derivado
acridinico Tacrina (Cognex®) en el afio 1993 (Goodman & Gilman, 2001). Por su caracter
hidréfobo cruza con facilidad la barrera hematoencefalica (Goodman & Gilman, 2001), para
inhibir reversiblemente la acetilcolinesterasa y las butirilcolinesterasas, tanto cerebrales como
plasmaticas (Florez, 1997). Ademéas aumenta el numero de receptores nicotinicos y antagoniza
receptores muscarinicos Mz que ejercen un control presinaptico inhibidor sobre la liberacion de
acetilcolina, incrementando asi el tono colinérgico residual (Florez, 1997). Su vida media de
eliminacion es de 3 horas, lo que obliga a administrarla cada 6 horas (Florez, 1997). Se liga a
proteinas plasmaticas en un 55% y administrado por via oral se absorbe rapidamente, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas en 1 a 2 horas (Vademécum, 2000). Los alimentos reducen
su biodisponibilidad en un 30 a 40 %, razon por la cual se administra alejado de las comidas
(Vademécum, 2000). Su dosis inicial es de 10 mg cuatro veces al dia, esta dosis debe mantenerse
por un minimo de 6 semanas, con monitoreo semanal de los niveles de transaminasas
(Vademécum, 2000). Luego se eleva la dosis a 20 mg cuatro veces al dia, siempre que no haya
elevaciones significativas de las transaminasas y el paciente tolere el tratamiento (Vademécum,

2000). Este farmaco ocasiona efectos adversos colinérgicos incluyendo, nauseas, vomito y
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toxicidad hepatica significativa (Katzung, 2005). Esta ultima se manifiesta por un incremento
reversible en los valores de AST o ALT en el suero, aumento suficiente como para requerir la
reduccion o la supresion del medicamento (Katzung, 2005).

Otro inhibidor de la acetilcolinesterasa es el derivado piperidinico Donepezilo (Aricept®)
utilizado desde el afio 1996 (Florez, 1997). Por su caracter hidréfobo cruza con facilidad la
barrera hematoencefalica (Goodman & Gilman, 2001), inhibiendo la acetilcolinesterasa de
manera reversible y no competitiva, con mucha mayor afinidad por ésta que por las
butilcolinesterasas (Florez, 1997). El donepezilo parece que muestra mayor actividad inhibidora
que la tacrina por la acetilcolinesterasa cerebral y menor en cambio, por las de los tejidos
periféricos (Florez, 1997). Es menos toxico que la tacrina y posee una prolongada vida media de
eliminacion, aproximadamente 70 horas sin importar la dosis (Vademécum, 2000). El farmaco se
tolera bien en dosis Unica diaria y no se ha observado hasta el momento signo de toxicidad
hepética (Goodman & Gilman, 2001; Florez, 1997). Por lo general se proporcionan dosis de 5 mg
por la noche durante cuatro a seis semanas; si esta dosis se tolera bien, es posible aumentarla a 10
mg/dia (Goodman & Gilman, 2001). Se absorbe en forma rapida y completa en el tracto digestivo
sin que sea afectado por la presencia de alimentos (Vademécum, 2000) y alcanza una Optima
concentracion sanguinea en 3-4 hrs (Florez, 1997). Esta droga se une a las proteinas plasmaticas,
aproximadamente 96% (Florez, 1997). Los efectos adversos son en gran parte atribuibles a
estimulacion colinérgica excesiva; se informa con mayor frecuencia nausea, diarrea y vomito
(Goodman & Gilman, 2001). También se encuentra el derivado de carbamato, la Rivastigmina
(Exel6n®) principio activo utilizado desde el afio 2000 (Goodman & Gilman, 2001). Por su alta
liposolubilidad cruza con facilidad la barrera hematoencefalica (Goodman & Gilman, 2001), este

farmaco es de accion mas prolongada, posiblemente mas selectivo para el SNC (Rang, 2004). Su
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absorcion luego de una dosis oral es rapida y completa. Esta droga se une moderadamente a las
proteinas plasmaticas, aproximadamente 40 % y su vida media plasmatica es de 1 hora
(Vademécum, 2000). Su dosis inicial es de 1,5 mg dos veces al dia y la dosis de mantenimiento
es de 1,5 mg a 8 mg repartida dos veces dia, recomendandose como dosis méxima 12 mg al dia
(Vademécum, 2000).Sus efectos adversos comprenden nausea, diarrea, vomito e insomnio y no
se relaciona con hepatotoxidad (Goodman & Gilman 2001).

Otro inhibidor de la acetilcolinesterasa es un alcaloide natural derivado del Galantus
nivalis. La Galantamina (Reminyl®) es un inhibidor de la acetilcolinesterasa de segunda
generacion (Florez, 1997), con adecuada penetracion en el SNC (Katzung, 2005). La galantamina
se absorbe rapida y completamente luego de la administracién oral, produciéndose
concentraciones maximas en 1 hora (Vademécum, 2004)% La absorcion se ve retardada con los
alimentos, aunque la magnitud de la absorcién no se ve afectada (Vademécum, 2004)°. Se une a
proteinas plasmaticas alrededor de un 18% (Vademécum, 2004)? y la vida media de eliminacién
es de aproximadamente 6 horas (Florez, 1997). Su dosis inicial es de 4 mg via oral dos veces al
dia, si la dosis es bien tolerada luego de 4 semanas se aumenta la dosis a 8 mg dos veces al dia,
luego de 4 semanas se puede aumentar la dosis a 12 mg dos veces al dia, siendo la dosis méxima
recomendada 24 mg al dia (Vademécum, 2004)%. Sus efectos adversos comprenden nauseas,

diarrea, vomito e insomnio y no se relaciona con hepatotoxicidad (Goodman & Gilman, 2001).

1.1.9.2 ANTINFLAMATORIOS
Las drogas anti-inflamatorias no esteroidales (AINES), pueden retardar o prevenir la

progresion de la enfermedad de Alzheimer disminuyendo la severidad de los sintomas cognitivos

2 Vademécum 2004 Chile. www.prvademecum.com
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(in t' Veld et al., 2001; Szekely et al., 2004), al suprimir la inflamacion a traves de la inhibicion
reversible de la ciclooxigenasas, lo cual resulta en una disminucién de las prostaglandinas
inflamatorias (Vane, 1971). El interés de utilizar estos medicamentos de efecto anti-inflamatorio
se basa, en que los cerebros que presentan la enfermedad de Alzheimer exhiben varias
anormalidades patoldgicas, como procesos inflamatorios, ademas de una gliosis reactiva profusa,
activacion microglial y pérdida profunda de sindpsis (Pratico and Trojanowski, 2000). La
indometacina, ibuprofeno y flurbiprofeno, inhibidores no selectivos de la COX (ciclooxigenasa)
reducen la activacion de la microglia y astrocitos por supresion de los niveles de mediadores
inflamatorios tal como las prostaglandinas E2 (Netland et al., 1998; Prosperi et al., 2004).
Ademas evidencias sugieren que algunos anti-inflamatorios no esteroidales tales como
indometacina e ibuprofeno pueden directamente o indirectamente interferir con procesos de Ap
fibrilacion, modulando la habilidad de estos péptidos para agregarse por lo menos in vitro
(Thomas et al., 2001). Otros medicamentos utilizados en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer tal como inhibidores de acetilcolinesterasas no presentan esta propiedad, ni tampoco

los esteroides como la prednisolona (Thomas et al., 2001).

1.1.9.3 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS DE ORIGEN NATURAL

Entre las alternativas terapéuticas de origen natural para el tratamiento de esta enfermedad
se encuentra el circuma, hiperforina y andrografolido.

Andrographis paniculata, es una planta de la familia Acantaceae, usada en los paises
asiaticos para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias, tales como infecciones virales y
artritis reumatoidea (Wang et al., 2004). Ademas, se le ha atribuido actividad antialergica,

inmunoestimulante, antitrombotica, hipoglicemiante, hipotensiva (Rajagopal et al., 2003) y
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anticancerigena (Kumar et al., 2004). Andrographis paniculata es una planta anual, con ramas
erectas de medio a un metro de altura, que crece abundantemente al sureste de Asia: India,
Pakistan e Indonesia, pero es cultivada extensivamente en China y Tailandia (Kumar et al.,
2004). Las partes aéreas de las plantas (hojas y tallos) son usadas para la extraccion de los
principios activos, entre los que se encuentran: diterpenoides, flavonoides y esteroides; sin
embargo su principal componente son las lactonas diterpenicas, de los cuales el andrografolido es
el principal (Rajagopal et al., 2003).

Se sabe que andrografolido ejerce varias acciones anti-inflamatorias, incluyendo
inhibicion de la expresion de molécula-1 de adhesion intracelular (Mac-1) en monocitos activado
por factor de necrosis tumoral o (Habtemariam, 1998), supresion de expresion de oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) en células RAW 264.7 estimuladas por lipopolisacaridos (LPS) y
interferon y (Chiou et al., 2000; Chiou et al., 1998) e inhibicion de la activacion de la microglia a
través de la inhibicion de INOS y expresion de ciclooxigenasa-2 (Wang et al., 2004). La
produccion desenfrenada de NO (oxido nitrico) y ROS (especies reactivas del oxigeno), tales
como peroxido de hidrégeno y anion superdxido, podria llevar a la lesion del tejido durante la
inflamacion (Shen et al., 2002), ademéas son importantes metabolitos toxicos involucrados en la
muerte intracelular (Shen et al., 2002). Por ejemplo, se sabe que la produccion exagerada de ROS
por neutrofilos es un factor patolégico importante para muchos desordenes inflamatorios, tales
como induccién isquémica y dafio por reperfusion (Ferrari et al., 1991). Los mediadores pro-
inflamatorios tal como Mac-1, iNOS, COX-2 son proteinas reguladas por el factor NFk-B
(Barnes and Karin, 1997), un factor de transcripcién encontrado ampliamente expresado en el
SNC y presente tanto en células gliales como en neuronas (Townsend and Pratico, 2005), donde

puede ser un regulador positivo de los genes que producen mediadores en la respuesta de fase
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aguda, incluyendo NO y citoquinas inflamatorias (Yoshiyama et al., 2001). Resultados in vitro
muestran que diferentes estimulos patogénicos pueden activar este factor, incluyendo el péptido
AP (Townsend and Pratico, 2005) y diferentes anti-inflamatorios no esteroidales pueden prevenir
directamente su activacion con la consecuente reduccion de la respuesta inflamatoria (Townsend
and Pratico, 2005). Recientemente se ha encontrado que andrografolido inhibe la unién NFk-B al
DNA y por lo tanto reduce la expresion de proteinas pro-inflamatorias, tales como Mac-1, iNOS,

COX-2 (Hidalgo et al., 2005).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El péptido AB en sus formas multiméricas y poliméricas promueve efectos toxicos para
las neuronas mediante varios mecanismos; como la formacion de radicales libres, alteracion de
los niveles de calcio y activacién de vias inflamatorias ej. microglia. Se sabe que andrografolido
tiene un efecto antioxidante y varias propiedades anti-inflamatorias, tales como inhibicién de la
expresion iNOS, inhibicion de la activacion de la microglia a través de inhibicién de iINOS y
expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) e inhibicion de NFx-B al DNA. Por lo tanto,
andrografolido podria ser capaz de reducir las especies reactivas del oxigeno y oxido nitrico que
estan asociadas a la formacién de placas seniles y muerte neuronal, ademéas de evitar todo un
proceso infamatorio al reducir la expresion de proteinas pro-inflamatorias tales como iNOS y
COX-2 que podrian influenciar en la amiloidosis.

Por tal razdn resulta interesante investigar el posible efecto de andrografolido sobre la

agregacion y desagregacion de B-amiloide fibrilar in vitro.
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1.3 HIPOTESIS
El andrografolido inhibe la agregacion y/o induce la desagregacion de las fibras amiloides,

in vitro.

14 OBJETIVOS
141 OBJETIVO GENERAL
La presente investigacion tiene como objetivo general:
Determinar el efecto de andrografolido en la agregacion y desagregacion de A fibrilar in
vitro.
1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para lograr el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:
1. Determinar el efecto de andrografolido sobre la agregacion de Ap. Estudios en el tiempo.
2. Determinar el efecto de andrografolido sobre la desagregacion de Ap. Estudios a diferentes
concentraciones del compuesto.
3. Efecto de andrografolido en cultivo primario de neuronas corticales en presencia de AB

agregado.
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MATERIALES

REACTIVOS QUIMICOS.

Se utilizaron los siguientes reactivos:

Péptido AP 1-20 PM 4329,9 grs/mol de Laboratorio Biochem.

Andrografolido (98%) PM 350,46 grs/mol de Laboratorio Aldrich.

Dimetilsulfoxido PM 78,13 grs/mol, Buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2, NaOH 1,05 M,
HCI 1 M, Persulfato 1%, Glicina, Buffer muestra, Glicerol 25%, azul bromofenol 0,025%,
carbon activado, Paraformaldehido, Triton X-100 al 3% de Laboratorio Merck.

Tioflavina T PM 318,9 grs/mol de Laboratorio Calbiochem®.

Acrilamida de Laboratorio Invitrogen.

Temed, Tripsina 0,25% en PBS, Medio Eagle, MEM, Medio neurobasal, Suplemento
B27, Glutamina 2 mM del Laboratorio GIBCO BRL.

Bisacrilamida, estandar de peso molecular pretefiido para geles de poliacrilamida-SDS,
Tris/HCI pH 6,8, Tris/HCI pH 8,8, Buffer corrida, Tris 0,1 M, SDS 0,4%, SDS 5%,
Reactivo para tefiir geles, azul de coomassie, acido acético glacial del Laboratorio
Winkler Ltda (W&Z).

Medio de montaje acuoso de Laboratorios DAKO.

SBF 10% de laboratorio Hyclone.

Inhibidor mitético, anti-MAP-2, anti-tubulina tirosinada del Laboratorio Sigma.

Se usaron ratones de la cepa Rockefeller provenientes del vivero del instituto de

inmunologia de la Universidad Austral de Chile.

El equipo utilizado fue el siguiente: Balanza analitica Scientich SA 120 d=0,0001 g,

Eppendorf (microtubos de centrifuga) 1,5 ml, Espectrofotometro UV-120-12 Shimadzu, Cubetas
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de cuarzo 10 mm tipol8 Starna®, Agitador Orbital Gemmy modelo VRN 480, Pipetas, Tubo de
centrifuga Falcon, Fluorimetro Spectrometer Luminescense Perkin Elmer LS 55, Cubetas de
cuarzo 10 mm Hellma®, Cémara de electroforesis mini-PROTEAM® 3 Bio-RAD, Centrifuga
Zentrifugen Hettich Mikro 22R, Placas, Cover, Camara himeda, Microscopio de fluorescencia

Zeiss axioskop 2.

2.2 METODOS
2.2.1 PREPARACION PEPTIDO B-AMILOIDE SINTETICO (Ap)

El péptido AP 140 correspondiente a la secuencia humana, fue disuelto en
dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion patron de 2,31 mM, para lo cual se disolvieron 5

mg de AP 1-40 en 500 ml de DMSO, se alicuoto en 35 ul cada tubo y se guardo a —20°C.

2.2.2 PREPARACION DE ANDROGRAFOLIDO (AP)

El andrografolido, fue disuelto en DMSO a una concentracion de 50 mM y se almacené a
—20°C, para ello se disolvieron 17,52 mg de AP en 1 ml de DMSO y se guard6 a —20°C.
Posteriormente se diluyo 10 veces el AP, para lo cual se tom6 50 ul de la solucion 50 mM y se

agregd 450 pl de DMSO, obteniéndose asi una solucién patrén de 5 mM.

2.2.3 ENSAYOS DE AGREGACION DEL PEPTIDO Ap MEDIANTE ANALISIS DE
TURBIDIMETRIA

El ensayo de agregacion se realiz6 segun la descripcion de Lansbury y col (Evans et al.,
1995). La mezcla de la reaccion contenia al péptido AB en ausencia y presencia de

andrografolido, ademéas de un tampdn fosfato salino (PBS) (anexo 6.3.1) a pH 7,2. Para el tubo
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control se tomo 16,3 ul de la solucion stock de AB (2,31 mM) y se agrego 483,7 ul de PBS para
obtener 500 pl de solucidn, en donde la concentracion de A fue 75 uM. Para el tubo con AP se
tomd 16,3 ul de la solucion stock de AB (2,31 mM), 5 ul de la solucion stock AP (5 mM) y se
agrego 478,7 ul de PBS para obtener 500 pl de solucion, en donde la concentracion de Ap fue 75
uM vy la concentracion de AP fue de 50 uM, luego se agreg6 a ambos tubos 5 ul de NaOH (1,05
M) para producir el shock basico e inmediatamente se agregd 7 ul HCI (1 M) para neutralizar y
llevar a pH 7,2. El seguimiento del proceso de agregacién se realiz por turbidimetria en un
espectrofotdbmetro a 405 nm contra un blanco constituido por PBS y se midio la absorbancia cada
10 minutos durante 1 hora y luego se midi6 cada 15 minutos hasta completar 5 hrs de agregacion,
para ello las muestras fueron agitadas de manera continua en agitador orbital a 200-215 rpm, a

temperatura ambiente.

2.2.4 ANALISIS DEL PEPTIDO Ap MEDIANTE SDS-PAGE

El péptido AP 1-40 se resolvié usando SDS-PAGE tris-glicina al 15% (Schagger and von
Jagow, 1987). Las muestras fueron analizadas después de los ensayos de agregacion. Para ello se
prepar0 el sistema de electroforesis y el gel separador (anexo 6.3.4). Luego, se preparo el gel
espaciador (anexo 6.3.5) agregandolo sobre el primero y colocando inmediatamente la peineta
que forman los pocillos. Una vez gelificado, se instalé el gel en el sistema de electroforesis,
llenando la cdmara con buffer de corrida 1X (anexo 6.3.2). Se cargaron las muestras teniendo
cuidado que no salgan del pocillo y se conecto el sistema de electroforesis a la fuente de poder
(Posser PAC 300) a 90 V por el tiempo necesario. Previamente las muestras que contenian el
péptido AB en ausencia y en presencia de AP fueron centrifugadas por 15 minutos a 14000 rpm y

posteriormente fueron preparadas y cargadas de la siguiente manera:
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Péptido AB: 10 ul de pellet + 2,5 ul de buffer muestra (anexo 6.3.3).
Péptido AB: 10 ul de sobrenadante + 2,5 pul de buffer muestra.
Péptido AB+AP: 10 ul de pellet + 2,5 pl de buffer muestra.
Péptido AB+AP: 10 ul de sobrenadante + 2,5 pl de buffer muestra.
Luego se sacaron los geles del sistema y se tifieron con solucién de tefiido (anexo 6.3.6),
minimo 3 hrs. Posteriormente transcurrido el tiempo minimo, se destifieron los geles y se

escanearon.

2.25 ENSAYOS DE DESAGREGACION DE PEPTIDO Ap MEDIANTE ANALISIS DE
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA BASADA EN ThT

Para la formacion de las fibras amiloides el péptido AP 1-40 fue agitado constantemente en
agitador orbital entre 200-215 rpm a temperatura ambiente durante 24 hrs. Para ello se prepararon
2 tubos a cada uno se agreg6 16,3 ul de la solucion stock de AB (2,31 mM) y se agreg6 233,7 ul
de PBS para obtener 250 ul de solucién, en donde la concentracion de Ap fue 150 uM. Luego se
agregd 5 ul de NaOH (1,05 M) para producir el shock bésico e inmediatamente se agregd 7 ul
HCI (1 M) para neutralizar y llevar a pH 7,2. Después de transcurrido el tiempo para la formacion
de fibras ( 24 hrs), un tubo quedo como control y al otro se le agregd 2,5 ul de la solucion stock
de AP (5 mM) para obtener una concentracion de 50 uM de AP y se incubo por 3 dias (72 hrs).
Transcurrido este tiempo se agrego tioflavina T (ThT) cuya concentracion en la solucién total es
10 uM, este es un compuesto altamente afin a los agregados amiloidogénicos. Luego se
centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos y posteriormente el pellet, tanto del control como el que

contiene AP se colocaron en un porta objeto de manera separada y se llevaron a la estufa por 20
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minutos para fijar la muestra. Finalmente se monto con 1-2 ul de medio de montaje acuoso

DAKO para observar bajo el microscopio de fluorescencia.

2.26 ENSAYOS DE DESAGREGACION DE PEPTIDO Ap MEDIANTE ANALISIS DE
FLUORIMETRIA BASADA EN ThT

El péptido AB 1-40 en tampdn PBS a pH 7,2 es agitado constantemente para la formacion
de las fibras amiloides en un agitador orbital entre 200-215 rpm a temperatura ambiente, para ello
se prepard 1 tubo al que se agreg6 65 ul de la solucién stock de Ap (2,31 mM) y 935 ul de PBS
para obtener 1 ml de solucién, en donde la concentracion de Ap fue 150 uM. Luego se agregd 5
ul de NaOH (1,05 M) para producir el shock basico e inmediatamente se agreg6 7 ul HCI (1 M)
para neutralizar y llevar a pH 7,2; posteriormente se dejo agregar por 24 hrs en el agitador.
Después de transcurridas las primeras 24 hrs, se obtuvieron 4 tubos de 250 ul cada uno. De los
cuales uno se mantuvo como control y el resto de los tubos fueron incubados con andrografolido
a distintas concentraciones 10 uM, 50 uM, 100 uM. Posteriormente se tomaron 50 ul de cada
tubo, rotulando correctamente y se procedié a agregar 949 ul de PBS y 1 ul de tioflavina T (ThT),
cuya concentracion en la solucion total fue 10 uM. Luego se midi6 la fluorescencia en un
espectrofotdbmetro de luminiscencia, que correspondi6 al dia 1°. Después de transcurridas las
siguientes 24 hrs (dia 2°), se realizd el mismo procedimiento anterior con el resto de la solucion
que continud en agregacion, control y en desagregacion, los tubos con distintas concentraciones
de AP, y asi sucesivamente hasta completar 3 dias (72 hrs) posteriores al dia 1°. Estas mediciones
se realizaron a distintos tiempos para observar los posibles cambios en la concentracion de las
fibras, lo cual se determind semi-cuantitativamente por fluorescencia de ThT. La ThT se une

especificamente al amiloide lo cual provoca un cambio en el espectro de emision y aumenta la
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sefial fluorescente de forma proporcional a la cantidad de amiloide formado. La fluorescencia fué

monitoreada por excitacion a 437 nmy emision a 485 nm (Inestrosa y col 1996).

2.2.7 ENSAYOS DE TOXICIDAD EN CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

Los cultivos primarios de células de corteza fueron preparados a partir de 10 embriones
de ratones Rockefeller de 16 dias (Alvarez et al., 1999), se colocaron en solucién salina
balanceada Hank suplementada con 10 mM Hepes (pH 7,4), 50 mg/ml estreptomicina, 50 U/ml
penicilina 'y 0,5% glucosa (HBSS). El tejido se lavé dos veces por decantacion en HBSS (anexo
6.1.1) y luego fue incubado por 15 minutos en 0,25% de tripsina a 37°C. El tejido se lavo
posteriormente con medio minimo Eagle suplementado con 10% FBS (MEM-10) y fue disociado
por trituracion. Las células fueron sembradas en placas recubiertas con poli-lisina en medio
MEM-10, con 50 mg/ml estreptomicina, 50 U/ml penicilina y 2 mM de L-glutamina. Luego se
cambio el medio por Neurobasal suplementado con B27, 2 mM L-glutamina, 50 U/ml penicilina
y 50 mg/ml estreptomicina. Las células corticales se mantuvieron a 37°C con 5% COz:.

Los cultivos de neuronas de ratones crecieron en placas recubiertas con poli-lisina por 4
dias para una inspeccion visual de ensayos de toxicidad, después de transcurridos los dias se
agregd en placa control: 66 ul de PBS, en placa AB: 66 ul de Ap (10 uM), en placa Ap + AP: 66
ul de AB (10 uM) + AP (50 uM). Se dejo reposar 24 hrs y luego los cultivos fueron lavados
rapidamente 2 veces con PBS y fijados con paraformaldehido al 4% por 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego los cultivos fueron lavados 2 veces con PBS, para posteriormente
ser blogueados con BSA, leche descremada triton en PBS (anexo 6.2.1) por media hora a
temperatura ambiente, asi los sitios de unién inespecificos son bloqueados. Posteriormente se

lavo 3 veces con PBS y se agrego el 1° anticuerpo (dilucion1/100) y se dejo incubando en camara



27

himeda toda la noche a 4°C con anti-tubulina tirosinada y anti-MAP-2. Posteriormente se lavo 3
veces con PBS por 10 minutos cada vez y luego se colocé el segundo anticuerpo en forma
correspondiente Mouse-FITC (verde), Mouse-TRITC (rojo), se dejé incubando en camara
hdmeda minimo 2 hrs a 4°C, posteriormente se lavo nuevamente 3 veces con PBS por 10 minutos
cada vez. Finalmente se monto con 1-2 ul por placa de medio de montaje acuoso DAKO y fue

observado bajo el microscopio de fluorescencia Zeiss axioskop 2.

2.2.8 ANALISIS CUANTITATIVO DEL LARGO DE LOS PROCESOS NEURONALES
EN CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

Las fotos de células neuronales obtenidas en el punto 2.2.7 con el microscopio de
fluorescencia, fueron analizadas cuantitativamente con respecto al largo de los procesos
neuronales. Para ello se realizaron 50 mediciones independientes de cada experimento. Todas las

fotos fueron tomadas con la misma amplificacion (250X).

2.2.9 ANALISIS ESTADISTICO
Todos los gréaficos presentados se realizaron en el programa GRAPH PAD PRISM 3.0,
usandose graficos de barra y de puntos. Cada barra o punto corresponde al promedio aritmético

de los valores obtenidos + error estandar.
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3.1  Andrografolido inhibe la agregacién del péptido amiloide

Los efectos de andrografolido en la agregacion del péptido AB fueron evaluados
primeramente por ensayos de turbidimetria como se describe en material y métodos (Fig. 1). El
péptido amiloide fue incubado a temperatura ambiente por un rango de tiempo que vario de 0 a 5
hrs. En este ensayo cinético después de 300 minutos de agitacion constante, el péptido Ap mostro
una curva sigmoidea tipica con una fase de latencia cerca de 55 minutos. Esta curva concuerda
con el modelo de polimerizacion dependiente de nucleacion (Naiki et al., 1997). Al incubar el
péptido AP con andrografolido se vio un incremento en la fase de latencia cerca de 90 minutos,
ademas el incremento posterior fue muy lento.

Estos resultados sugieren que la presencia de andrografolido inhibe considerablemente el
evento de nucleacion y agregacion caracteristico del péptido A 1.4 in vitro.

Para comprobar los efectos de andrografolido en la agregacion del péptido AP 1.40, l0S
productos agregados en ausencia y presencia de andrografolido con agitacion continua durante 24
hrs, a temperatura ambiente son centrifugados durante 15 minutos a 14000 rpm para separar la
parte soluble de la fraccion insoluble. Cada fraccion fue evaluada por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE) de tris-glicina al 15%, tefiidos con
Azul de Coomassie (Fig. 2). En el caso de AP polimerizado en ausencia de andrografolido, se
observa claramente una mayor cantidad de la fraccion insoluble o agregada en el pellet, sin
embargo, cuando el péptido AP fue polimerizado en presencia de andrografolido, se observo una
menor cantidad de la fraccion insoluble en el pellet.

Este resultado corrobora lo observado en la Fig. 1, sugiriendo que andrografolido

disminuye considerablemente la agregacion del péptido amiloide.
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Figura 1. Efecto de andrografolido en la agregacion del péptido p-amiloide analizado
mediante Turbidimetria.

La agregacion del péptido AP 1.40 Se midio por turbidimetria a 405 nm. La figura muestra la
cinética de agregacion de 75 uM de AP 1.40 en ausencia (e) o en presencia de andrografolido 50
uM (o) incubado bajo agitacion continua por 5 hrs. En todos los casos se realizé un shock basico,
agregando NaOH 1,05 M y luego se ajustdé pH a 7,2 con HCI 1 M para inducir la agregacion.

(Experimento en duplicado).
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Figura 2. Efecto de andrografolido sobre la agregacion del péptido p-amiloide analizado
mediante SDS-PAGE tris-glicina 15%.

Se evaluo la agregacion del péptido AP 140 por electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes (SDS-PAGE) de tris-glicina al 15%. La flecha indica incubacion 75
uM de AP 1.40 €n ausencia (carriles 1y 2) o en presencia de andrografolido 50 uM (carriles 3y
4) bajo agitacion continta por 24 hrs. Carril 1: Fraccion insoluble del péptido agregado. Carril
2: Fraccion soluble del péptido agregado. Carril 3: Fraccién insoluble del péptido agregado.
Carril 4: Fraccion soluble de péptido agregado. Gel representativo de tres experimentos

independientes.
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3.2  Andrografolido causa la depolimerizacion de fibras amiloides

Para llevar a cabo este objetivo se agregd péptido amiloide por 24 hrs a temperatura
ambiente con agitacién continua. Finalizada la agregacién se incubd este péptido agregado en
ausencia o presencia de andrografolido (50 uM) por 3 dias. Posteriormente mediante microscopia
de fluorescencia utilizando tioflavina T (ThT) (10 uM), un compuesto altamente afin a los
agregados amiloidogénicos (Fig. 3) se pudo observar claramente una mayor cantidad de AB 1.4
agregado en ausencia de andrografolido (Fig. 3A). Sin embargo, en presencia de andrografolido
(Fig. 3B) se puede observar que son casi inexistentes los agregados de gran tamafio del péptido
amiloide. Este resultado sugiere que andrografolido tiene un efecto considerable en la
desagregacion del péptido amiloide.

Para ratificar el efecto de andrografolido en la desagregacion de las fibras, se observé la
depolimerizacién mediante ensayos de fluorimetria con tioflavina T (10 uM), un compuesto que
se une especificamente a las fibras amiloides y cuya fluorescencia es directamente proporcional a
la agregacion del péptido amiloide. Previo a los experimentos, se agregd péptido amiloide (150
uM) por 24 hrs a temperatura ambiente con agitacion continua y posteriormente las fibras
preformadas fueron incubadas con diferentes concentraciones de andrografolido (Fig. 4). La
figura muestra que hay una disminucion de la fluorescencia en el caso de la adicion de
andrografolido 50 uM y 10 uM, lo que nos indica la disminucion del péptido en estado agregado.
Sin embargo, altas concentraciones de andrografolido (100 uM) no muestran una disminucion
significativa de la fluorescencia. Lo que sugiere que habria un efecto diferencial dependiendo de
la concentracion de andrografolido utilizado.

Este resultado corrobora lo observado en la Fig. 3, sugiriendo que andrografolido tiene un

efecto en la desagregacion del péptido amiloide.
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Figura 3. Efecto de andrografolido sobre la depolimerizacion de fibras amiloides analizado
mediante Microscopia de fluorescencia basado en ThT
Se agreg6 150 uM de AP por 24 hrs, luego este péptido agregado fue incubado en ausencia (panel

A) o presencia (panel B) de 50 uM de andrografolido, posteriormente los agregados se
observaron mediante microscopia de fluorescencia, utilizando 10 uM de tioflavina T (ThT).

(Fotos representativas de tres experimentos independientes).
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Figura 4. Efecto de andrografolido sobre la depolimerizacion de fibras amiloides analizado

mediante Fluorimetria basado en ThT

La cinética de desagregacion de fibras AP 140 fue seguida en un espectrofluorimetro por
fluorescencia del compuesto tioflavina T (ThT) bajo agitacién constante por 4 dias. La figura
muestra las diferentes concentraciones de andrografolido utilizadas en los ensayos: 0 uM (e,
control), 10 uM (o), 50 uM (m), 100 uM (o). EIl control representa 150 uM AP en ausencia de
andrografolido. En todos los casos se realizd un shock basico, agregando NaOH 1,05 M y luego
se ajusto PH a 7,2 con HCI 1 M, para favorecer la agregacién del péptido AB 1.40. Cada punto del
gréfico representa el promedio aritmético y error estandar de tres experimentos. * p<0.05, **
p<0.01).
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3.3 Andrografolido reduce la neurotoxicidad de A in vitro

También se observo el efecto de andrografolido como neuroprotector de la toxicidad de
AP in vitro. Para llevar a cabo este objetivo se utilizo, cultivos primarios de células de corteza de
ratones Rockefeller de 16 dias que fueron cultivadas por 4 dias y luego tratadas con el producto
final de ensayos de agregacién de Ap 10 uM en ausencia y presencia de andrografolido 50 uM
por 24 hrs. Luego los cultivos fueron fijados y analizados mediante inmunofluorescencia.

Para analizar el efecto de andrografolido en cultivos primarios en presencia de Ap se
utilizaron anticuerpos anti- tubulina tirosinada (Fig. 5A) con lo cual se pudo observar la
elongacion y el mantenimiento de los procesos neuronales (Rapoport et al., 2002). Se pudo
observar que AP causa un severo dafio en las neuronas, pues sus elongaciones son mas cortas y
hay una pérdida de la morfologia clasica de las neuronas, comparado con el control, al mismo
tiempo en las células tratadas con andrografolido se observa un mayor mantenimiento de la
morfologia neuronal y elongaciones més extensas.

También se encontré una degeneracion severa al utilizar anti-MAP-2, un marcador
especifico de células neuronales (Fig. 5B), en células tratadas con AB, lo cual se puede observar a
través de la formacion de procesos tortuosos, la presencia de varicosidades a lo largo de las
prolongaciones neuronales y la retraccién de procesos neuronales (Ferreira et al., 1997; Rapoport
et al., 2000), en comparacion con las células controles no tratadas, al mismo tiempo se puede
observar un efecto neuroprotector, al verse disminuidas estas caracteristicas al utilizar
andrografolido.

Para ratificar el efecto de andrografolido como neuroprotector de la toxicidad de Ap in
vitro, se realiz6 un analisis cuantitativo del largo de los procesos neuronales (Fig. 6) y se pudo
observar que andrografolido en presencia de Ap mantiene la longitud de los procesos neuronales
casi de manera similar al control. En ausencia de andrografolido hay claramente una disminucion
de la longitud de los procesos neuronales por la accion toxica del péptido Ap.

Este resultado corrobora lo observado en la Fig. 4, sugiriendo que andrografolido tiene un

efecto neuroprotector frente a la toxicidad de Ap.
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Figura 5. Efecto de andrografolido frente a la neurotoxicidad de Af in vitro en cultivo
primario analizado por inmunofluorescencia

Cultivo primario de células de corteza fueron tratadas con el producto final de ensayos de
agregacion de Ap 10 uM en ausencia y presencia de andrografolido 50 uM por 24 hrs. Las
inmunofluorescencias muestran células de cultivo primario de corteza incubadas con anticuerpos
anti-tubulina tirosinada (A) y anti-MAP2, un marcador especifico de neuronas (B). (Fotos

representativas de tres experimentos independientes con amplificacion 250X).
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Figura 6. Andrografolido exhibe efecto neuroprotector frente a la toxicidad de Ap in vitro
en cultivo primario analizado por mediciones del largo de los procesos neuronales

Células neuronales de corteza tratadas con A 10 uM en ausencia y presencia de andrografolido
50 uM fueron analizadas cuantitativamente con respecto al largo de los procesos neuronales.
Cada barra del grafico representa el promedio aritmético y el error estandar de 50 mediciones
independientes. (** P< 0.01).
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4.1 DISCUSION

En el presente trabajo se pudo demostrar que el compuesto andrografolido, es capaz de
inhibir la agregacion del péptido Ap en fibras amiloides. La inhibicion de la formacion de fibras
amiloides, refleja una alteracion en el equilibrio entre monémero, oligomero y fibras. (Walsh et
al., 1997). La capacidad de A para unirse a si mismo y promover un cambio conformacional que
produce nucleacion y formacion de fibras, sugiere que existen sitios obligatorios para la
polimerizacion de AB. Asi una molécula que interactle con este sitio puede interferir en la
fibrilogenesis de AB y por ello actuar como un inhibidor de este proceso. Algunos ejemplos son
el rojo congo y las tetraciclinas que tienen actividad anti-amiloidogénica e interrumpen la
formacion de fibras, lo que las relaciona con la propensién para unirse a sitios especificos de Ap
(Forloni et al., 2001; Lorenzo and Yankner, 1994; Pappolla et al., 1998; Soto et al., 1998). En la
presencia de un inhibidor, la nucleacion se retrasa y la cantidad final de amiloide observado

puede reducirse, por lo tanto, potentes inhibidores podrian retrasar la nucleacién indefinidamente.

Solo se conocen algunos aspectos sobre el mecanismo de accion de andrografolido, pero
este parece ser lo suficientemente hidr6fobo para interferir con interacciones importantes en la
formacion de fibras amiloides. Es asi como en este trabajo se comprob6 por medio de ensayos de
turbidimetria que andrografolido interfiere con procesos de polimerizacion previniendo la
formacion de fibras amiloides (Fig. 1). Se pudo observar que el péptido AP en ausencia de
andrografolido mostré una curva sigmoidea tipica con una fase de latencia cerca de 55 minutos.
Esta curva concuerda con el modelo de polimerizacion dependiente de nucleaciéon (Naiki et al.,

1997). Al incubar el péptido AB con andrografolido se vio un incremento en la fase de latencia
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cerca de 90 minutos, ademas el incremento posterior fue muy lento. Lo que sugiere que
andrografolido puede interactuar directamente con el péptido amiloide, de manera similar al
compuesto rojo congo Y las tetraciclinas que tienen actividad anti-amiloidogénica e interrumpen
la formacidn de fibras amiloides. Para comprobar los efectos de andrografolido en la agregacion
del péptido AP 140, los productos agregados en ausencia y presencia de andrografolido fueron
evaluados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-
PAGE) (Fig. 2). Se demostrd claramente una mayor cantidad de la fraccion insoluble o agregada
en el pellet, cuando el péptido AB fue polimerizado en ausencia de andrografolido. Sin embargo,
en presencia de andrografolido, se observé una menor cantidad de la fraccion insoluble en el
pellet. Es asi, como estos resultados sugieren que la presencia de andrografolido inhibe
considerablemente el evento de nucleacion y agregacion caracteristico del péptido AB 1.4 in

vitro, apoyando la hipétesis planteada.

Ademas, en esta investigacion se demostré que andrografolido causa la desagregacion de
fibras amiloides preformadas. La desagregacion de estas fibras amiloides se analiz6 mediante
microscopia de fluorescencia utilizando tioflavina T (ThT), un compuesto altamente afin a los
agregados amiloidogénicos (Fig. 3) (LeVine.,1993). Se demostro claramente que andrografolido
induce la desagregaciéon de fibras amiloides, pues se observé una mayor cantidad de AP 140
agregado en ausencia de andrografolido. Sin embargo, en presencia de andrografolido se observé
que los agregados AP 1.40 de gran tamafio son casi inexistentes, lo que sugiere que andrografolido
tiene un efecto considerable en la desagregacion del péptido p-amiloide. Estos resultados fueron
confirmados mediante ensayos de fluorimetria con tioflavina T (ThT), un compuesto que se une

especificamente a las fibras amiloides y cuya fluorescencia es directamente proporcional a la
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agregacion del peptido amiloide (Fig. 4). En este ensayo se pudo observar que despues de la
adicion de andrografolido 50 uM hay una disminucién de fluorescencia a partir del segundo dia,
lo que sugiere la disminucién del péptido en estado agregado, siendo esta desagregacion
estadisticamente significativa a lo largo del tiempo con respecto al control. Hay que destacar que
a bajas concentraciones de andrografolido (10 uM) se pudo observar una disminucion gradual de
la fluorescencia, lo que sugiere que hay una desagregacion. Sin embargo, este proceso a estas
concentraciones es mas lento, siendo esta desagregacion estadisticamente significativa a partir del
tercer dia. Lo cual sugiere que habria un efecto diferencial dependiendo de la concentracién de
andrografolido utilizado. Por otra parte, a altas concentraciones de andrografolido (100 uM) no se
observé una disminucidn significativa de la fluorescencia, lo que sugiere que hubo un proceso de
nucleacion del andrografolido y posterior cristalizacion, bajando al minimo la concentracion de
éste farmaco en la solucidn, por lo cual no se observé ningun efecto sobre la fluorescencia a esta
concentracion. Por lo tanto, se podria sugerir que los procesos son tiempo y concentracion
dependientes de andrografolido. Ademas, se podria asumir que las fibras amiloides son inestables
en la presencia de este compuesto (Fig. 4). Estos resultados, apoyan la hipdtesis que

andrografolido causa desagregacion de las fibras amiloides in vitro.

Por otra parte, se sabe que andrografolido tiene propiedades antioxidantes (Choudhury
and Poddar, 1984; Shen et al., 2000) y propiedades anti-inflamatorias (Shen et al., 2002).
Andrografolido inhibe la expresion de proteinas pro-inflamatorias tales como molécula-1 de
adhesion intracelular (Mac-1) en monocitos activado por factor de necrosis tumoral o
(Habtemariam., 1998), supresion de expresion de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Chiou

et al., 2000; Chiou et al., 1998) e inhibicion de la activacion de la microglia a través de la
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inhibicion de iINOS y expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Wang et al., 2004). Ademas, se
sabe que estas proteinas pro-inflamatorias son proteinas reguladas por el factor NFk-B (Hidalgo
et al., 2005; Roebuck and Finnegan, 1999). Datos in vitro muestran que diferentes estimulos
patogénicos pueden activar el factor NFk-B, incluyendo el péptido AB (Townsend and Pratico,
2005). Recientemente se ha encontrado que andrografolido inhibe la unién NFk-B al DNA y por
lo tanto reduce la expresion de proteinas pro-inflamatorias, tales como Mac-1, iNOS, COX-2
(Hidalgo et al., 2005). La inhibicion de COX-2, resulta en una disminucion de las prostaglandinas
inflamatorias (Vane, 1971). Se sabe que, incubaciones in vitro del péptido AP con
prostaglandinas mejora la oligomerizacion del péptido Ap (Boutaud et al., 2002), por lo tanto la
prevencion de sintesis de prostaglandinas, podria resultar en una menor formacion de fibras

amiloides.

Por otro lado, se sabe que la accion neurotoxica y pro-inflamatoria del péptido AP
depende de la conformacion hoja beta y de su agregacion (Thomas et al., 2001). Ademas,
también se conoce que el mecanismo de neurotoxicidad inducida por AP refuerza el estrés
oxidativo e incrementa la vulnerabilidad neuronal y la probabilidad de muerte celular apoptoética,
al aumentar la expresion de proteinas pro-apoptoticas, como caspasa 3 (Lee et al., 2005). Las
especies reactivas del oxigeno, tales como superoxido y peroxido de hidrdgeno activan el factor
NFk-B por liberacion de IkB-a citoplasmatico. Varios trabajos han demostrado que el estrés
oxidativo es uno de los mecanismos patogénicos mas importantes en la enfermedad de Alzheimer
(Mark.,1996; Good.,1996). Por lo tanto, moléculas que sean capaces de interferir con procesos de
AP fibrilacién y de atenuar o inhibir las especies reactivas del oxigeno pueden impedir el

desarrollo y progreso de la enfermedad.
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Por lo tanto, es posible sugerir que andrografolido por su efecto antioxidante y
propiedades anti-inflamatorias podria ser capaz de reducir la produccién de especies reactivas del
oxigeno (ROS) que estan asociados a la formacion de placas seniles y muerte neuronal, pues AB
promueve la formacion especies reactivas del oxigeno (Shearman et al., 1994). Al mismo tiempo,
andrografolido al inhibir la union de NFk-B al DNA reduce la expresion de proteinas pro-
inflamatorias, tales como Mac-1, iINOS, COX-2, las cuales indirectamente podrian influenciar en
la amiloidosis, ya que cerebros que presentan la patologia de enfermedad de Alzheimer exhiben
activacion microglial y procesos crénicos inflamatorios que contribuyen a un prolongado curso
degenerativo (Townsend and Pratico, 2005). El posible mecanismo de accion de andrografolido
se podria basar en que, éste seria capaz de interferir con los procesos de AP fibrilacion, causar
depolimerizacién de las fibras amiloides, reducir la produccion de especies reactivas del oxigeno
e inhibir la union de NFk-B al DNA y por lo tanto inhibir todo el mecanismo inflamatorio

implicado en la enfermedad de Alzheimer.

Luego haciendo un estudio in vitro en cultivo primario de células de corteza de raton (Fig.
5), se observd que el AB es un inductor de muerte celular. La muerte de las neuronas es un
proceso neurodegenerativo que pareciera estar mediada por la activacion de procesos apoptoticos
debido al estrés oxidativo. Esta demostrado que AP causa la muerte de neuronas corticales tanto
in vivo como in vitro (LaFerla et al., 1995; Yankner et al., 1990). La utilizacién de anticuerpos
como anti- tubulina tirosinada, un marcador que da cuenta del grado dindmico del citoesqueleto
neuronal, con el cual se puede observar las elongaciones y el mantenimiento de los procesos
neuronales, ya que cualquier alteracién en estas subunidades resulta en una disminucion del

crecimiento axonal y procesos neuronales (Ferreira et al., 1989). Hay que recordar que este
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cambio postraduccional en las tubulinas indica una mayor dinamica de este set de microtubulos
(Rapoport et al., 2002). Se pudo observar que AB causa un severo dafio en las neuronas, sus
elongaciones son mas cortas y hay una pérdida de la morfologia clésica de las neuronas. También
se utilizé anticuerpos anti-MAP-2 un marcador especifico de células neuronales, principalmente
de los procesos neuronales tales como axones y dendritas. Se observé que AP causa una severa
degeneracion, con la formacién de procesos tortuosos, presencia de varicosidades a lo largo de
las prolongaciones neuronales y la retraccion de procesos neuronales. Varios autores sugieren que
en cultivos neuronales el tratamiento con AB induce estas tipicas caracteristicas apoptéticas (Watt
et al.,, 1994). En este trabajo se pudo observar que las células tratadas con andrografolido
muestran un mayor mantenimiento neuronal y elongaciones mas extensas, sin presentar

varicosidades ni procesos tortuosos, lo que afirma un efecto neuroprotector de andrografolido.

Finalmente para ratificar el efecto neuroprotector sugerido para andrografolido se realiz
un andlisis cuantitativo del largo de los procesos neuronales (Fig. 6) y se observé que
andrografolido en presencia del péptido AB mantiene la longitud de los procesos neuronales de
manera casi similar al control, no encontrandose diferencias significativas estadisticamente con
respecto al control, en cambio en ausencia de andrografolido hay claramente una disminucion de
la longitud de los procesos neuronales, por la accion téxica del péptido AP. Siendo esta
disminucion estadisticamente significativa con respecto al control. Es asi como los resultados

obtenidos, apoyan la hipétesis que andrografolido posee un efecto neuroprotector.
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4.2 CONCLUSION

Segun los objetivos planteados para este trabajo de tesis se concluye lo siguiente:

- El andrografolido es un compuesto que inhibe la agregacion del péptido AB 140 en fibras
amiloides.

- El andrografolido induce la desagregacion de las fibras amiloides y este proceso es tiempo
y concentracién dependiente.

- El andrografolido tiene un efecto neuroprotector, pues mantiene la morfologia de las

neuronas en presencia de agregados amiloidogénicos.



46

43 PROYECCIONES

En la actualidad, el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer consiste en la
administracion de anticolinesterasicos, que aumentan los niveles de acetilcolina cerebral. Esto se
basa en la hipdtesis de que la enfermedad se debe a una deficiencia de este neurotransmisor,
planteada en la década del 80. Sin embargo, estos farmacos permiten, en el mejor de los casos,
detener el avance de la enfermedad por periodos de hasta dos afios.

Los nuevos hallazgos sugieren que el uso de anti-inflamatorios pueden servir como
tratamiento profilactico para la enfermedad de Alzheimer. Se sabe que andrografolido ejerce
varias acciones anti-inflamatorias y segun los resultados obtenidos en esta investigacion
andrografolido presenta la ventaja de ser un agente que interfiere con la agregacion del péptido -
amiloide, ademas de causar depolimerizacién de las fibras preformadas y exhibir un efecto
neuroprotector. Por lo tanto la inexistencia de un tratamiento farmacoldgico para la enfermedad
de Alzheimer provee a esta investigacion de una gran importancia y surge una nueva posibilidad
de tratamiento de origen natural y de bajo costo para esta patologia que debe ser posteriormente

estudiada in vivo.
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6.1 SOLUCIONES USADAS EN CULTIVO PRIMARIO

6.1.1 HBSS 10X

Para 500 ml:

Hepes 10 mM 1,19 ors.
NaCl 80 mM 40 grs.
KCI 2,7 mM 2 grs.
Glucosa 2,8 mM 5 grs.
KH2PO4 0,2 mM 0,3 grs.
Rojo Feud 0,02 mM 0,085 grs.
H20 c.s.p 500 ml.

Ajustar pH 7,4.

Filtrar 0,2 pM.

6.2 SOLUCIONES USADAS EN INMUNCITOQUIMICA

6.2.1 Solucion bloqueadora

Para 30 ml:

Leche descremada 5 % 1,5 grs.
BSA 1 % 0,3 ors.
PBS 1X c.s.p 30 ml.

Guardar a - 20°C.



6.3 SOLUCIONES USADAS EN ELECTROFORESIS

6.3.1 PBS 10X (Buffer fosfato salino)

Para 200 ml:

NaCl 137 mM
NA2HPO4 10 mM
H20 c.s.p

6.3.2 Buffer corrida SDS electroforesis (5X)

Para 1000 ml:

Tris-base 0,1 M
Glicina 0,768 M
SDS 04 %
H20

Ajustar pH 8,3.

6.3.3 Buffer muestra (5X)

Para 5 ml:

Tris-base 0,3125 MpH6,8
SDS 5 %
Glicerol 25 %

Azul bromofenol 0,025 %

H20 c.s.p

1,6
0,3

200

15,1
72,0
50

1000

0,19
0,25

2,5
0,00125

5

grs.

grs.

ml.

grs.

grs.

grs.

ml.

grs.

grs.

ml.

grs.

ml.



Guardar a —20°C.

6.3.4 Gel Separador 15 %

Para 10 ml:

H20

Acril/bis

Tris/HCL 1,5 MpHS88
Persulfato 1 %

Temed

6.3.4.1 TrissHCL 1,5M

Tris/HCL 1,5 MpHS88
SDS 4 %

H20 c.s.p

Guardar a 4°C.

6.3.4.2 Acrilamida/bisacrilamida 30:0,8

Acrilamida

Bisacrilamida

H20 c.s.p

Agregar carbon activado y filtrar.

Guardar a 4°C.

2,10
50
2,50

400

45,5

250

150

500

ml.
ml.

ml.

pl.

grs.
grs.

ml.

grs.
grs.

ml.



6.3.5 Gel Espaciador

Para 5 ml:

H20

Acril/bis

Tris/HCL 05 MpHG6,8
Persulfato 1 %

Temed

6.3.5.1 TrissfHCL 0,5 M

Tris/HCL 05 MpH®6,8
SDS 4 %

H20 c.s.p

Guardar a 4°C.

6.3.6 Reactivo para tefiir geles
Para 100 ml:

Azul de Comassie

Metanol

H20

Acido acético glacial

Filtrar en papel n° 1 a temperatura ambiente.

2,6
640
1,26

500

15,14

250

0,25
45
45

10

ml.

ml.

pl.

grs.
grs.

ml.

grs.
ml.
ml.

ml.
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