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ABREVIATURAS

-ACT a-1-antiquimiotripsina
ACTH Hormona adrenocorticotrépica
Ac Anticuerpo
BA Beta amiloide
PAf Beta amiloide fibrilar
pAd Beta amiloide desordenado
p-APP - Proteina precursora del pA
b-FGF Factor de crecimiento basico de los fibroblastos
DAB Diaminobenzidina
EA Enfermedad de Alzheimer
EAE . Encefalomielitis alérgica experimental
ELISA Enzyme-linked-immunoadsorbent-assay
GM-CSF  Factor estimulante del crecimiento de granulocitos y macréfagos
IGF-1 Factor de crecimiento tipo 1 semejante a la insulina
kB Inhibidor de NF-kB
IL-1 Interleucina 1
L4 Interleucina 4
IL-6 Interleucina 6
iL-10 Interleucina 10
LCR Liquido cefalorraquideo
LPS Lipopolisacarido
LTP Potenciacién a largo plazo
M-CSF Factor estimulante de colonias de macrofagos
MHC i Complejo mayor de histocompatibitidad tipo i
NF-kB Factor nuclear kappa B
NK Natural killer
NMDA N-metyl-D-aspartato
NO Oxido nitrico
PBS Tampon salino de fosfatos
PTA - Tritén-Albomina en PBS
PS-1 Presenilina 1 o
RAGE . Receptores para productos terminales en estado de glicosilacion avanzada
ROS Especies reactivas de oxigeno
sAPP Proteina precursora soluble del amiloide
SNC Sistema nervioso central
TGF-$ Factor de crecimiento transformante beta
Tris Tris(hidroximetil)aminometano

Tris-HCI  Tris(hidroximetil)Jaminometano hidroclorido
TNF-o Factor de necrosis tumoral alfa



RESUMEN
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Uno de los papeles de la proteina B-amiloide (BA) es inducir en el sistema
nervioso central (SNC) eventos inflamatorios asociados con placas seniles.
Varios estudios han implicado a las citocinas pro- y anti-inflamatorias en ia

Enfermedad de Alzheimer, tales como, la interleucina 1 (IL-1), la interleucina 6

(IL-6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) el factor de crecimiento

transformante (TGF-B) y la Interleucina 10 (IL-10).

En el presente trabajo examinamos el efecto del fragmento completo de 1 a 42
aminoacidos (a.a.) del péptido PA sobre la produccion de las citocinas anti-
inflamatorias TGF-B e IL-10. Se evalu6 la expresion de estas citocinas en un
modelo de estudio con ratas Wistar, machos (280-300 g) bajo la inducci6n in
vivo de una respuesta inflamatoria por la inyeccién intrahipocampal de la

proteina BA sobre la regiébn CA1 del hipocampo.

Los resultados muestran fa presencia de la proteina BA hasta 21 dias después
de su inyeccion, en la zona donde se aplico, las zonas circunvecinas y
propiamente en la region CA1 del hipocampo. Nuestros resultados demuestran
un nivel del TGF-B por debajo de los niveles basales observados en animales
_intactos a las 12, 24 y 48 h, después de la aplicacién del BA, lo que se debe
posiblemente a su actividad pro-inflamatoria predominante. A partir de las 48 h,
las concentraciones de TGF-B se incrementan hasta las 72 h, probablemente

©OMO una reaccién compensatoria y presenta un descenso a partir de las 84 h.

Reconocida la enfermedad de Alzheimer como un problema de salud puablica,
es importante conocer las causas que la producen, para asi contribuir a
encontrar soluciones, de ahi parte nuestra bisqueda de un modelo para
comprender la enfermedad y explorar nuevas terapéuticas.




INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por una neurodegeneracion
lenta y progresiva asociada con placas seniles (depésitos de una proteina
insoluble llamada proteina p-amiloide (BA), que actia como centro de
degeneracion neuronal; estas placas se encuentran en las estructuras
intracerebrales involucradas en la memoria y el control emocional) y en ovillos
neurofibrilares (conformados por una proteina del citoesqueleto modificada, la
proteina tau; la cual distorsiona la arquitectura de los neurotdbulos y micro
filamentos a tal punto de impedir el flujo axonal) (Chui y col., 1996). La
distribuciéon de la lesibn depende de la edad y de las caracteristicas
morfolégicas y neuroquimicas especificas de las subpoblaciones neuronales
susceptibles. Las alteraciones patolégicas tempranas estan restringidas a la
region del hipocampo (Ball, 1977) regién entorrinal (Hyman y col., 1984) y
neocorteza (Terry y col., 1981). En dicha enfermedad, el factor predominante
de dafio es un péptido de 40 a 42 aminoacidos (aa), denominado proteina p-
amiloide en su forma fibrilar (BAf) el cual proviene de una molécula
denominada proteina precursora del B-amiloide (BAPP). Tanto la proteina pA y
BAPP (Ronaldo y Falcon, 1998) son habituales en bajas concentraciones en
liquidos biolégicos, tanto en individuos sin patologia, como en aquelios que
~ tienen EA, pero en estos dfitimos, pierden su solubilidad, agregandose
ordenadamente en forma de fibras que se depositan en el cerebro. Diversos
factores parecerian tener importancia para esta agregacion: 1) Mutaciones de
la presenilina (PS) 1 y 2 (involucradas en los mecanismos de transito
intracelular de vesiculas hacia la membrana plasmatica), en donde la
acumulacién de presenilinas en el reticulo endoplasmico alteraria el
procesamiento normal de PAPP, resultando en una mayor produccion de PA;
2) Apoliproteina E (Apo E), la cual juega un papel en el movimiento y
distribucion de colesterol de las células nerviosas en reparacion durante el




desarrollo y después de la lesién y se une a BA, favoreciendo la formacién de
fibrillas. Apo E se ha estudiado durante afios como un factor de riegb»genéﬁco
en la EA (Bookheimer y Susan, 2000).

La proteina PA tiene la caracteristica de inducir per-se dafio oxidativo, al
interactuar con receptores especificos en microglia, astrocitos y neuronas (El
khouty y cols., 1996). Pero al mismo tiempo activa a las células microgliales y
éstas, como macréfagos residentes del SNC, inician una respuesta basada en
la sobreproduccion de radicales libres, particularmente 6xido nitrico y citocinas
pro-infiamatorias, como la IL-18, el TNF-a y la IL-6 (Ishii y cols., 2000;
Mehlhom y cols., 2000). La cronicidad del estimulo convierte la respuesta
antes mencionada en un factor patogénico que genera mayor acumulo de PA,
mayor produccion de radicales libres y ambos factores, llevan a una expresion
méas elevada de citocinas pro-inflamatorias; de este modo, se genera un

circulo vicioso de dafio y degeneracién (Markesbery, 1989). El papel de las o

citocinas anti-inflamatorias, como la IL-10 y el TGF-B, pudiera ser rélevante, en
cuanto a la posibilidad de contrarrestar el dafto neuroinflamatorie instalado en
forma crénica. Sin embargo, existen algunas informaciones contradictorias en
este sentido. Por ejemplo, se ha demostrado que, en animales transgénicos, e!
TGF-g promueve los depédsitos vasculares de'amiloide en la angiopatia
amiloidea cerebral (Greenberg y col., 2000), y en la propia EA (Wyss-Coray y
col., 2000). Esto, en contraposicién al conocido efecto neuroprotector, anti-
inflamatorio reconocido para el TGF-p, el cual producido por los astrocitos
regula la produccioh de citocinas inflamatorias en el cerebro, estas ultimas
derivadas predominantemente de fa actividad microglial, contribuyendo asi al
control de la sobreproduccion de TNF-x, al igual que lo hace la IL-10
(Benveniste y col., 1994).

Con el propésito de evaluar la respuesta de las citocinas anti-inflamatorias IL-
10 y TGF-p, por la aplicacion in vivo e in situ de ia proteina ﬁA en el presente
estudio se realiz6 una curva cifiética de tiempo para éstas después de la
inyeccion de la proteina pA (12, 24, 48, 60, 72y 84 h).
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ANTECEDENTES
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Relacién de la proteina p-amiloide con la produccién de interleucinas pro

inflamatorias

La EA es una enfermedad neurodegenerativa, progresiva, caracterizada por
placas amiloides y pérdida o disfuncién de neuronas. Es la causa mas comun de
deterioro intelectual en el envejecimiento. Los cerebros de pacientes con EA
contienen numerosas placas de amiloide rodeadas por neuritas distréficas, y que
muestran una pérdida de sinapsis, formacion de marafias neurofibrilares y gliosis

(Games y col., 1995). De acuerdo con la “teoria amiloide”, el factor que inicia y

promueve la enfermedad de Alzheimer es el péptido BA (Yankner 1996). Esta
teoria emergié y se consolido en la década de 1990 y se fundamenta, por una
parte, en la asociacion que existe entre la proteina BA y las neuronas
degeneradas en la EA, asi como en la relacién demostrada entre las mutaciones
en lineas celulares de la proteina precursora.del BA (B-APP) con algunas formas
hereditaﬁas de EA (Citron y col., 1997). Por ofra parte, la teoria se consolida con
la demostracién de que esas mutaciones incrementan la produccién de la proteina

BA tipica o de formas mas alargadas y amiloidogénicas (B-At42) (Citron y col.,

1997). Estudios con animales y en cultivos celulares que caracterizan los efectos

de las mutaciones de la EA familiar también apoyan la hipotesis de la proteina BA.




Mas importantes adn son los trabajos con ratones transgénicos expresando genes
B-APP que exhiben algunas de las caracteristicas del fenotipo Alzheimer
incluyendo placas neuriticas y déficit de la memoria dependiente de la edad
(Games y col., 1995; Hsiao y col., 1996; Masliah y col., 1998; Nalbantoglu y col.,

1997; Sturchler-Pierrat y col., 1997).

La proteina BA es uno de los factores protagonicos en la fisiopatogenia de la
enfermedad de Alzheimer y su papel no se restringe exclusivamente a una
actividad oxidativa per se, sino también al estimulo de la respuesta neuroinmune a
cargo de los astrocitos y de las células microgliales (Bauer y col., 1991), células
inmunoefectoras residentes del cerebro, las cuales son crénicamente estimuladas
a lo largo del proceso neurodegenerativo y pueden tener un papel clave en el

estrés inflamatorio asociado con las placas amiloideas (Yan y col.,1996).

El péptido BA promueve la apoptosis neuronal en la EA (Zhu y col., 2000). Al
estudiar tejido cerebral de pacientes con EA se han descubierto evidencias
morfolégicas y bioquimicas de apoptosis neuronal, incluyendo fragmentacion del
DNA; activacién de caspasas; y niveles incrementados de proteinas relacionadas
con apoptosis en asociacion con los depésitos de la proteina BA (Masliah y col.,

2001; Chan y col., 1999).

Estudios previos han demostrado que la proteina PA puede inducir la produccién

de citocinas pro- y anti-inflamatorias (Meda et al., 1995a,b; Goodwin et al., 1996;




London y col., 1996) fas cuales juegan un importante papel en la patogénesis de la

EA (Eikelenboom y col., 1994; Rogers, 1995; McGeer y col., 1996).

A partir de todas estas evidencias, nos enfocamos al estudio experimental de un
fendmeno en particular: la produccidn de citocinas anti-inflamatorias en relacion

con la proteina BA.

La proteina BA proviene de una molécula mucho mas grande denominada f-APP,
la cual esta relacionada con funciones de plasticidad y cito-proteccion durante el
desarrollo (Clarris y col., 1995; Mattson, 1997). La fragmentacion de la proteina
precursora representa un papel clave en la generacion de la proteina $A (Zhong
y col., 1994, Higaki y col.,, 1995). La protedlisis de pB-APP es parte del
metabolismo celular normal y da lugar a fragmentos peptidicos solubles,
facilmente degradables. La proteina A es un péptido derivado, degradativo y no-
obligatorio del catabolismo de B-APP; y surge, precisamente, por un mecanismo
aberrante de fragmentacion (da Cruz y col., 1993). Tanto la proteina BA como la
proteina precursora soluble de! amiloide (sAPP) son secretados por una variedad
de células y han sido encontrados en liquido cefalorraquideo (LCR) humano (da
Cruz y col.,, 1993). En el cerebro de pacientes con Alzheimer la proteina BA

soluble se encuentra con niveles mas elevados, que en los cerebros de personas

. sanas de la misma edad (Guo y col., 1998).

Los péptidos que contienen la secuencia de 40 a 42 aminoacidos de la proteina

BA y sus. derivados mas cortos, forman fibrillas semejantes al amiloide in vitro, y



son morfolégica, inmunolégica, espectroscopica y ultraestructuralmente similares a
]as fibrillas extraidas de las placas de pacientes con Alzheimer (Seikoe, 1989,
Tomita y col., 1998). La conformacion de fa proteina A en forma de hojas beta-
plegadas paréce ser formada por dos hebras B antiparalelas que involdcran alos
fragmentos 12-24 y' 24-48 del amiloide, con una vuelta p alrededor de la regién 25-
47 (Soto y col., 1994; Teplow, 1998). Esta conformacion lo més probable es que
resulte inestable. en solucién acuosa debido a que los residuos hidrofébicos
quedan expuestos al solvente y se estabilizan al formar agregados, lo cual da
lugar a oligomeros de hojas B y finalmente, a fibrillas amiloideas (Soto y col., 1994;

Teplow, 1998).

La proteina BA se produce en una forma monomérica soluble y de ese modo
circula a niveles bajos en el LCR y la sangre. En la vejez y mucho mas en EA, el
BA tiene la capacidad de formar agregados fibrilares insolubles. Esos agregados
son los que se asocian con ia degeneracion neuronal y la activacion de la
microglia en el cerebro de los pacientes con EA. En estudios con cultivos
celulares, se ha demostrado que el proceso de formacién de fibrillas esta
estrechamente correlacionado con la capacidad del BA para dafiar neuronas y

activar la microglia (Mattson y Rydell, 1996).

La microglia se adhiere fuertemente al B-amiloide fibrilar (BAf) a través de los
receptores para productos terminales en estado de glicosilacion avanzada (RAGE,

por sus siglas en inglés) y de los receptores barredores o "scavengers”, de este




modo se ha propuesto que el BAf puede inducir la activacién de la microglia. La
microglia activada produce sustancias potencialmente neurotéxicas como las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y excitotoxinas (McGeer y McGeer,. 1995,
Hensley y col., 1994, Butterfield y col., 1994). Pero la microglia activada vy los
astrocitos también producen sustancias neuroprotectoras como TGF-B y el factor

de crecimiento basico de los fibroblastos (b-FGF).

Los depdsitos de BAf ejercen un estimulo constante sobre las células de la
microglia y por si solos pueden ser suficientes para inducir una liberacion crénica
de oxido nitrico y citocinas proinflamatorias (Ishii y col., 2000; Mehlhorn y col.,

2000).




Papel de las interleucinas en el sistema nervioso central, particularmente de

las interleucinas anti-inflamatorias.

Durante los pasadoé 10 afios, los inmunélogos han desarrollado el concepto de
que las citocinas guardan un equilibrio entre pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
(Venters y col., 2000). Este sistema de balance entre proteinas de sefalizacion
intercelular se encuentra activo durante las enfermedades neurodegenerativas en

el cerebro, decidiendo el destino final de las neuronas.

Se conoce, que virtualmente todas las células del sistema nervioso central (SNC),
incluyendo neuronas, tienen la capacidad de sintetizar citocinas pro-inflamatorias,
como el TNF-a y la IL-1 (Hopkins y Rothwell, 1995; Kronfol y Remick, 2000)

aunque la mayoria de las citocinas son secretadas por astrocitos y microglia.

Se ha demostrado que los niveles de IL-1, IL-6, y TNF-a se mantienen elevados
tanto en el suero como en los extractos de pacientes con EA (Abraham y col.,
1988; Griffin y col., 1989). Tanto IL-1 como IL-6 incrementan la sintesis de B-APP
{Bauer y col., 1992; Altstiel y Sperber, 1991). La desregulacion inmune que
involucra a las citocinas pro-inflamatorias 1L-1, TNF-o e IL-6 ha sido implicada en
las condiciones neurodegenerativas y la patofisiologia de la EA (Gitter y col., 1995,
Brugg y col,, 1595, Baskin y col., 1997; Dash y Moore, 1995; Grili y col., 1996;

McGeer y Rogers, 1992),




La IL-1 promueve la formacion de placas neuriticas e induce inflamacion crénica.
Al ser sobrexpresado IL-1 estimula la produccion y el procesamiento de B-APP e
incrementa los niveles de a-1-antiquimiotripsina (ACT) (Lieb y col., 1996). Tanto < -
IL-1 como TNF-a estimulan la produccién de ACT mediante la activacion del factor
nuclear kB (NF-kB) en células de astrocitoma (Lieb y col., 1996; Lanzrein y col.,

1998).

De manera reciproca, la proteina BA es capaz de elevar la liberacién de IL-1
funcional a partir de macréfagos/microglia, que pueden a su vez estimular &EBM@TIECA E
produccion de TNF-a. La cascada inflamatoria se continta por el estimulo que 1L-1
y TNF-a ejercen sobre la produccion de prostaglandina E2 mediante el incremento
en la expresion de histamina (Gitter y col., 1995, Hom y col., 1995, Brugg y col.,
1995, Baskin y col., 1997; Dash y Moore, 1995, Grilli 1996; McGeer y Rogers.,
1992). IL-1 y TNF-a pueden también potenciar el dafio isquémico cerebral (Lackey
y col., 2000). Pero la visibn de estas citocinas Unicamente como mediadores
inflamatorios involucrados en procesos patofisiologicos debe ampliarse, pues IL-1
y TNF-a son sustancias neuromoduladoras, que regulan funciones como el suefio,

la alimentacion, la actividad electrofisioldgica, la expresion de genes y la

potenciacion a largo plazo (LTP) de la memoria (Vitkovic y col., 2000). |



La interleucina 10

Es una proteina de 35-40 kDa, producida por linfocitos CD4, ThO, Th1, linfocitos B,
mastocitos, eosinofilos, monocitos y macréfagos (Bluthé y col., 1999). Bloquea la
produccion de otras- citocinas por células T (Kronfol y Remick 2000). Actia como
co-estimulador de la proliferacion de mastocitos y linfocitos periféricos. Ademas de
ser un coestimulador del crecimiento y la maduracién en timocitos inmaduros,
funcionando como un factor de diferenciacion citotéxico de células T. Induce la
secrecion de 1gG, IgA e IgM. Es un potente y especifico quimioatrayente para

linfocitos T y un potente activador de células B (Howard y O'Garra, 1992)

La iL-10 esAuna citocina pleiotropica que inhibe la sintesis de un nimero de
citocinas proinflamatorias, tales como IL-1, IL-6 y TNF-a bloqueando Ila
trascripcion de genes; es considerada como una citocina inmunosupresora y
neuroprotectora (Dinarello 1997a; 1997b; Dinarello 2000; Masliah y col., 2001;
Spera y col., 1998; Apelt y Schliebs, 2001; Bluthé y col., 1999; Szczepanik y col.,
2001; de Waal Malefyt y col., 1991; Geng y col., 1994; Howard y O'Garra, 1992).
Actiia de una manera autocrina y paracrina de tal manera que inhibe la induccién
de moléculas de adhesion y sintesis de citocinas proinflamatorias por inhibicion de
la activacion microglial (Lodge y Sriram 1996; Minghetti y col., 1998). Previene la
presentacién del antigeno de astrocitos y microglia (Frei y col., 1994;) y la

encefalomielitis‘alérgica experimental (EAE) en ratas (Rott y col., 1994; Williams y




cols; 1996). Actla a nivel traduccional bloqueando el mRNA para TNF-a

(Benveniste y col., 1994; Benveniste y col., 1995).

Estudios in vitro demuestran que la IL-10, inhibe la produccion de varios
mediadores proinflamatorios (Howard y O’Garra 1992; Kasai y col., 1997), asi
como también la sintesis microglial de IL-1, IL-6 y TNF-« (Chao y col., 1995; Freiy
col,, 1994; Mizuno y col,, 1994). In vivo, IL-10 es expresada en células
microgliales reactivas (Rott y col., 1994; Diab y col., 1997; Morganti-Kossman y

col., 1997; Zhaiy col., 1997; Jander y col., 1998)

Su administracion sistémica a dosis farmacolégicas regula la produccion y accién
de citocinas proinflamatorias en el cerebro (Biuthé y col., 1999), mientras su
aplicacion local decrementa la activacion microglial y la produccion de TNF-a
(Balasingam y Yong, 1996). Cuando se aplica de manera exdgena actiia como
una citocina anti-inflamatoria en el cerebro (Bluthé y col., 1999) en un modelo in

vivo con inyeccidn de lipopolisacarido (LPS).

La IL-I1O tienen la capacidad de reducir la respuesta neuroinflamatoria y prevenir
una respuesta neuroinflamatoria severa. IL-10 protege contra la toxicidad de ia
proteina BA y su carencia en respuesta a la proteina BA puede explicar la
condicién inflamatoria cronica ocurrida en EA en un modelo /n vitro (Szczepanik y

col., 2001).




El Factor de crecimiento transformante beta

Es un factor multifuncional ya que juega diversos papeles en el desarrollo de
tejidos, crecimiento y diferenciacion celular, homeostasis, saneamiento de heridas,
reparacion y angiogénesis (Syrris y col., 1998; Blobe y col., 2000; Roberts y Sporn
1996; Benveniste 1998). Es un quimioatrayente de linfocitos, granulocitos y

fibroblastos en el lugar de la lesion (Letterio y Roberts, 1998; Lawrence, 1996).

Existen tres isoformas para TGF-B con un 70-80% de homologia, pero el que
existe en forma predominante es el TGF-B1 (Finch y col., 1993). Puede existir
asociado a una matriz extracelular como un complejo beta-glucano y decorina; lo
que permite encontrado en forma inactiva; las formas activas de TGF-B son
homodimeros ligados por enlaces disulfuro de 25-kDa (Roberts y Sporn 1996;

Massague, 1998).

Es sintetizado por macrofagos, linfocitos, células endoteliales, queratinocitos,
células granulosas, condrocitos, giioblastoma y células leucémicas. Es un potente
inhibidor de crecimiento para células epiteliales transformadas y normales, células
endoteliales, fibroblastos y células neuronales. Inhibe la proliferaciéon de linfocitos
T, el crecimiento de células “natural killer” (NK) y desactiva macréfagos. Asimismo,
suprime la activacién y proliferacion de la microglia inducida por el factor
estimulante del crecimiento de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) o del factor

estimulante de colonias dé macréfagos (M-CSF) y suprime la expresion dei
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complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC 1f). Pero, al mismo tiempo,
modula la sintesis de proteinas de fase aguda por hepatocitos e inhibe la hormona

adrenocorticotrépica (ACTH) (COPE, htip://www.cope.cgi 1999).

En el sistema inmune periférico TGF-B suprime la proliferacion de células Ty B e
inhibe la produccion de citocinas proinflamatorias, ademas bloquea ciertas

enfermedades autoinmunes (Sun y col., 2000).

En SNC es expresado en astrocitos, microglia (Pasinetti y col., 1993; Finch y col.,
1993, Morgan y col, 1993) y oligodendrocitos y desempefia un papel
neuroprotector, ademas de contar con propiedades inmunosupresoras por la
capacidad de inhibir la secrecion de 6xido nitrico (NO) por macréfagos activos
(Weller y Fontana 1995; Alleva y col., 1994; Hausmann y col., 1994; Vodovotz y
col., 1993), y al igual que IL-10 inhibe la sintesis de IL-1 y TNF-a. (Lagadec y col.,
1999; Wyss-Coray y col., 1997; Masliah y col,, 2001; Benveniste y col., 1995;

Bluthé y col., 1999).

Modula la activacion y funcion de células gliales y causa hipertrofia de astrocitos
{Chao y col., 1992) al mismo tiempo que inhibe su proliferacion (Vergelli y col.,
1995), esto puede ser central en la formacion de cicatrices gliales (Firich y col.,

1993; Logan y col., 1994).
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In vivo e in vitro , TGF-p induce la produccion de proteinas de matriz extracelular,
proteasas e inhibidores de proteasas (Tabla 1) (Ignotz y Massague, 1986; Roberts
y col., 1986; Wyss-Coray y col., 1995), muchos de fos cuales son depositados
junto a las placas del A (Finch y col, 1993; Kisilevsky, 1994; Leveugle y Fillit,

1994; McGeer y McGeer, 1995).

Se han reportado en pacientes post-mortem con EA niveles elevados de TGF-8 en
cerebro, LCR y suero (Dinarelio, 2000; Wyss-Coray, 2000; Amara y col., 1999;
Chao y col., 1994a,b) y ha sido detectado en placas seniles (Van der Wal y col.,
1993, Flanders y col., 1995). La deteccién de TGF-B alrededor y sobre placas
seniles de cerebros de pacientes con EA (Flanders y col., 1995, Peress y Perillo,
1995; Van der Wal y col., 1993) indica que los dépositos de la proteina A puede
ademas inducir mecanismos anti-inflamatorios que contrarregulan los eventos

inflamatorios.

Estudios previos, han demostrado que act@ia a nivel transcripcional mediante el
bloqueo del mRNA para TNF-a y la expresion de proteinas por inhibicion del gen
de transcripcion (Benveniste y col., 1994; Benveniste y col., 1995). La inhibicion

mediada de TGF-$ sobre TNF-a ocurre de manera dosis y tiempo dependiente,

con una inhibicién 6ptima, observada cuando las células son pretratadas con TGF-

B por 12-24 horas antes de inducir el estimulo. Aplicado de manera exo6gena, TGF-
f inhibe la actividad de NF-kB por incrementar la transcripcion del factor inhibidor

de NF-kB (I-kB) (Lagadec, 1999).




13

Por otra parte, se cree que la sobreproduccién de TGF-B en animales transgenicos
contribuye a la patogenia de la EA, por favorecer la produccion de la proteina Ay
la formacion de depésitos. (Masliah, 2001: Wyss-Coray, 2000; Wyss-Coray, 1997),
asi de manera contradictoria a sus propiedades anti-inflamatorias se sugiere que

el TGF-B es de riesgo para el desarrollo de EA (Mattson y col., 1997).

Uno de los mecanismos por lo cuales TGF-B podria acelerar la formacion de
depositos de amiloide en EA es por un aumento en la expresién neuronal y glial
de la presenilina 1 (PS-1) e indirectamente modulando el procesamiento de § APP

(Tabla 2) (Masliahy col., 2001)

En contraste, se reporta que TGF-p protege a las neuronas hipocampales de
rata de la degeneracion inducida por el fragmento de 25-35 aa de BA (BAzs3s) In
vitro (Ren y Flanders, 1996; Ren y col., 1997). Ademas, los niveles del mRNA
para el TGF-B en la corteza cerebral estan correlacionados positivamente con e!

grado de depositos amiloides cerebrovasculares (Wyss-Coray y col., 1997).
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Tabla 1

Vias a través de las cuales TGF- puede jugar un papel en EA

Regula la respuesta de astrocitos

Activa las células microgliales

Aumenta la produccién de matriz extracelular

A

Acumula y re-distribuye la proteina BA en los vasos -

Regula la muerte celular programada

(Masliah y col., 2001)

Tabla 2

%

!

CR

Vias a través de las cuales TGF-§ puede regular fa produccién ﬁmu@ﬁw

deposicion de la proteina A

Incrementa la sintesis de BAPP

Eleva la vida media de! mRNA para BAPP

Aumenta la produccion de Apo E

Promueve la acumulacion y distribucion de BA en la microvasculatura

Favorece la expresion de PS-1

(Masliah y col., 2001)
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Respuesta de interleucinas pro-inflamatorias al p-amiloide en funcién de

tiempo

En trabajos previos realizados en el laboratorio de Desarrollo/Envejecimiento del
Centro de Investigacion Biomédica de Occidente; se encontré que el -Amiloide
fibrilar, aplicado directamente, in situ, sobre la region CA1 del hipocampo produce
estrés oxidativo y que efectivamente, el fragmento peptidico de 1-42 aminoacidos
se relaciona con un incremento en los niveles de interleucinas pro inflamatorias

(articulo enviado a publicacion).

En los resultados de dichos trabajos, se encontrd un incremento en la actividad de
las citocinas IL-1B, TNF-o. e IL-6 ante la presencia del BAf administrado in situ
directamente en el hipocampo. Con los resultados obtenidos se realizé una curva
cinética de A intracerebral contra interleucinas vy nitritos, en funcién de tiempo, en
donde se observaron relaciones paralelas entre citocinas y nitritos, indicando

probables mecanismos autoregulatorios entre fas mismas (Figura 1 y 2).
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Figura 1.- Relacidon entre las oscilaciones de nitritos inducidas por la proteina Ay
los niveles de interleucinas proinflamatorias en nimeros logaritmicos. En la grafica
se observan los animales que recibieron BAf; primero ocurren los incrementos en
las concentraciones de interleucinas, ademas de que hay una disociacion con los
nitntos alrededor de las 48 horas. Las concentréciones de nitritos son en ug por
mg de proteina. Las concentraciones de interleucinas son en pg/mg de proteina en
cada muestra. La razon de mostrarlas juntas, aun cuando correspondan a
diferentes concentraciones es para patentizar la estrecha sincronia entre las

oscilaciones de las distintas variables estudiadas. (Rosales S, 2003)
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Nitritos en respuesta a la aplicacién intrahipocampal, in vivo, de beta-amiloide
70 q

60 == «intactos

50 4

30 -

20

NITRITOS (uM/mgPr)

10 4

12 hs 24 hs 36 hs 48 hs 60 hs 72 hs 84 hs

Figura 2. La grafica muestra la relacion inversa entre el efecto inducido por el BAf
(tinea negra continua) sobre los niveles de nitritos, en comparacion con el efecto
logrado con Ia inyeccion del péptido semejante al pA (BAd, linea gnis continua). La
comparacion del BAf con el BAd, parecen una imagen en espejo. (Rosales S,

2003)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA i
e e

Estudios previos in vitro e in vivo han demostrado que el BA induce una respuesta

de citocinas proinflamatorias y anti-inflamatorias.

Se han reportado post-mortem niveles elevados de TGF-B en pacientes con EA,
asf como un incremento de patogenicidad de EA en animales transgénicos con
sobreproduccion de TGF-B, aunque en un estudio in vitro no se detecto ni TGF-§,
ni IL-10 bajo la induccion de Bassas, no se ha demostrado niveles elevados de IL-
10 en pacientes con EA, pero si en ratones transgénicos e incluso in vitro IL-10

protege contra ia toxicidad de ta proteina BA.

Sin embargo, no se han hecho estudios in vivo, mediante Ia aplicacién directa del
BA, que demuestren, en funcion de tiempo, si el p-amiloide induce la expresion de

interleucinas anti-inflamatorias como TGF-B e IL-10.
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HIPOTESIS

W

La inyeccion in vivo de la proteina B-Amiloide fibrilar sobre Ia region CA1 del
hipocampo de ratas, incrementa la produccién de TGF-B e IL-10 como efecto

compensatorio.




OBJETIVOS

W

Objetivo general

Evaluar, en funcién de tiempo, la respuesta de la IL-10 y el TGF-B a la inyeccién
de B-amiloide fibrilar in vivo sobre la regién CA1 del hipocampo, en el cerebro de

rata.

Objetivos Espeéiﬁcos.

1. Demostrar que el BAf y la microglia activa se encuentran presentes sobre ia

region CA1 del hipocampo.

2. Cuantificar los niveles de IL-10 y de TGF-B en el tejido homogeneizado de
la region CA1 del hipocampo bajo el efecto del B-amiloide fibrilar y B-

amiloide desordenado inyectado in vivo.

3. Establecer una relacion cinética de los niveles de interleucinas anti-

inflamatorias en funcién de tiempo.




METODOLOGIA
Grupos de trabajo
I I ' R 1
| intacto Il PBS Il BAd IV BAT

I 1 | |

Cirugia
estereotaxica

Y

[ Perfusiéon 1

Aplicacién
de reactivo

[ 0h-12h-24h-48h-60h-72h-84h l

Ll

Extraccion y
disecacion del
cerebro
(hipocampo)

| Fijacién ' u-lomogeneizado l

1
. P - N Determinacion
Inmunocitoquimica Estimacién por de proteinas
BA y microglia ELISA de iL-10

y TGF-B
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Disefio experimental

Se trabajo con ratas de la cepa Wistar, machos, adultos, con un peso entre 280 y
300 g. Las variables a determinar fueron IL-10, TGF-B (dependientes) PAf y tiempo
(independientes). Las hembras fueron excluidas, por el sesgo que representarian
los estrogenos, debido a su reconocido papel protector en el estrés oxidativo. Se
eliminaron del estudio animales enfermos, con infecciones intercurrentes
sistémicas o en el sitio de la aplicacion de la canula, o con hemorragia cerebral por
la manipulaciéon quirGrgica. Los animales fueron alimentados ad libitum con
alimento balanceado para roedores de laboratorio (Nutri-Cubos Ralston Rations:
Manna pro Corporation Kansas U.S.A.), y mantenidos en ciclos de luz / oscuridad
12 x 12. Fueron divididos en cuatro grupos: Grupo O...... INTACTOS; grupo ......
Tampén FOSFATO SALINO (PBS) (animales a los que se les coloco la canula y
se les inyecté PBS sobre la region CA1 del hipocampo izquierdo); grupo ...... B-
AMILOIDE DESORDENADO (animales a los que se les coloco la canula, dirigida
hasta la region CA1 del hipocampo, y a través de ella se les inyecto BAd, en la
regibn CA1 del hipocampo izquierdo) y grupo ...... B-AMILOIDE FIBRILAR

(animales a fos que se les coloco la canula y fueron inyectados con BAf sobre ia

region CA1 del hipocampo izquierdo).

A su vez, los grupos 1, 2 y 3 fueron divididos en subgrupos horarios conforme al
tiempo transcurrido entre la aplicacion del PBS, BAd o del BAf y la obtencion del

tejido para su estudio. Asi, quedaron 6 subgrupos: 12h,24 h,48h,60h, 72 hy
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84 h. La decision de obtener los tejidos de esta manera se basa en una curva

cinética realizada en nuestro laboratorio, donde se observaron los cambios en las

concentraciones de citocinas en funcién de tiempo después de aplicar PBS, BAd o

BAf en CA1.

Colocacién de canulas

Bajo anestesia general por
Pentobarbital (40 mg/kg de peso
corporal), y bajo condiciones de
asepsia se procedié a colocar una
canula de acero inoxidable
directamente sobre la region CA1
del hipocampo.

Se utilizaron agujas hipodérmicas
calibre 30G (Septodont Sherwood
Medical Company St. Louis

U.S.A.), adaptadas a una longitud

Figura 3

FROFUNDIDAD
2.6mm

COOBDENADAS

de 2.6 mm, estériles, las cuales fueron colocadas en su sitio mediante cirugia

estereotaxica. Para efectuar lo anterior, se siguieron las coordenadas de Paxinos y

Watson (1992), se tomé como referencia el bregma (Figura 3), 3.8 mm en sentido

anteroposterior, 2 mm a la izquierda de la linea media y a 2.6 mm en sentido

dorso-ventral. De este modo la punta de la canula quedé sobre la region CA1 del

hipocampo.
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Se procedis a aplicar el PBS o el BA, segin fue el caso, en un volumen de 5 ply
durante un lapso de 15 min, empleando para ello una bomba peristaltica de

microinyeccion (Perplex Lkb producter Hamilton Co. Reno Nev U.S.A.).

Preparaci6n del g-Amiloide fibrilar

Se obtuvo el fragmento completo de 1-40 aminoéacidos (Sigma, A-1075, liofilizado),
con un peso molecular de 4329.8 Da, el cual primero solubilizado y luego
agregado en fibrillas insolubles para su posterior aplicacion intra-hipocampal. Se
seguio la metodologia descrita por Weldon y cols., 1998, que consiste primero en
disolver el liofilizado en una solucion amortiguadora salina de fosfatos (PBS) a pH
de 7.5 a concentracion 10-4M. E! BA asi disuelto se mantiene en agitacion orbital
continua durante 36 horas, a temperatura ambiente. Terminado ese periodo de
tiempo, ta solucién se vuelve turbia y es el momento de someteria a
ultracentrifugacion (15 000 xg durante 10 minutos). Se forma asi una pastilia en el
fondo del tubo de centrifugacion, que no es sino el BA que se ha tornado fibrilar y
se acumulo en agregados de hojas B-plegadas. Se deshecha el sobrenadante y el
BAf se resuspende en PBS esteril, que sirvio como vehiculo, a un pH fisiolégico.
El volumen para resuspender fue de solo 125 microlitros, lo cual nos dio una
concentracion de casi 1 M (0.92 M). Se dispensan en alicuotas de 100 ul por vial y

se mantienen protegidas de la luz a -20°C, hasta su empleo.
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Preparacién del B-Amiloide desordenado
Es un péptido sintético (Sigma, A-2326) con el mismo peso molecular que el BAf
de1-40 aa pero en distinto orden. Viene en presentacion liofilizado y se

resuspendid con PBS estéril a pH fisiologico.

Una vez aplicado el BAf, BAd 6 el PBS y después de los intervalos de tiempo
sefialados los animales fueron sacrificados. Para esto, los animales fueron
anestesiados con éter y luego perfundidos con PBS 0.1M, para obtener la porcion
de tejido cerebral circundante a ia zona donde se aplicé el reactivo.

Para comprobar la presencia del BAf en el sitio de inyeccion se tomo una muestra
de tres animales, los cuales recibieron el mismo tratamiento con BAf que los del
grupo 2, y fueron sacrificados para la obtencion del tejido y cortes histoldgicos

tefidos por inmunocitoquimica para pA.

La preparacion de los tejidos para inmunocitoquimica Anti-pA e Ib4

Colocacion de la canula y aplicaciéon del PAf (acorde a lo descrito lineas arriba);
perfusidn del animal con PBS 0.1 M, seguida de perfusion con paraformaldehido al
4% de 300 mi aproximadamente; obtencion del cerebro completo y post-fijacion
con paraformaldehido por 24 horas mas; inclusion en parafina; obtencion de cortes
de 10 micras de espesor; montaje en laminillas recubiertas con gelatina y alumbre
de cromo/potasio y procesamiento para inmunocitpquimica utilizando un

anticuerpo primario y un secundatio.



Anti-BA

Desparafinado [15 min..en Xilol 2 pases, 5 min. en alcohol absoluto, 5 min. en
alcoholf al 90 %, 5 min. en alcohol al 80 % y lavado con agua destilada]; lavado
con tritén-albamina en PBS (PTA;*[Triton x-100 2 ml (Sigma, T-9284), albamina 1

g (Sigma, A-3059), PBS (NaCl 8 g (Baker, 3624), KCi 0.2 g (Baker, 3818),

Na:HPQ, 0.6 g (Productos Qcos Monterrey, 2484) y KH,PO,4 0.2 g (Baker, 3246) .

cbp 1000 ml a pH de 7.3); desenmascaramiento de epitopes incubacion por 10 . ~+.¢ 7

min. {Tripsina 0.1% (Sigma, T 2271), acido etilendiamino tetraacetico sal di sodica
0.2 g (EDTA, Sigma 5693) y 100 ml de PBS a pH de 7.3]; bloqueo de peroxidasas
15 min. [Metanol 5 ml (Productos Qcos Monterrey, 0612), peroxido de hidrégeno
1.5 ml (Baker, 2186) y PBS 0.1 M 43.5 mi}; blogueo de uniones inespecificas con
buffer de glicina/lisina en suero del animal donde se obtuvo el anticuerpo
secundario marcado (cabra) incubacién hora y media [Glicina 0.30 g (Sigma, G-
7126), lisina 0.73 g (Sigma, L-5626), suero de cabra 1 ml (Sigma, G-P023) y PTA
19 ml]; incubacién con el anticuerpo primario policlonal (Anti BA hecho en conejo
Sigma, A-8326) por toda la noche .El anticuerpo viene liofilizado y se disuelve en 1
ml de buffer conteniendo tritén al 0.1% en Tns (hidroximetil) aminometano
hidroclorido (TRIS-Hc! Sigma, T-1503) 0.1 M més suero de cabra al 5%. Asi, se
obtiene una solucion de almacenamiento con 100ug/ml. A partir de ahi, se
obtienen alicuotas de 10 a 20 pl ia solucién de trabajo. Se coloca el anticuerpo
sobre las laminilias y éstas se colocan en una camara himeda que se deja en el
refrigerador durante toda la noche, a 4°‘C. Para evitar el derramam‘iento del fiquido

con el anticuerpo, se le coloca encima una tira de parafilm. Incubacion con el
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anticuerpo secundario {Anti-rabbit IgG; Sigma, A-8044; marcado con peroxidasa)
incubacion por una hora (*cada paso esta precedido por tres lavados de 3 min.
con PTA); revelado con diaminobenzidina (DAB; Sigma, D-5905), (Solucién A:
DAB al 0.3% 30 mg en TRIS-HCI 0.1 M 100 ml y solucién B H,0- al 30% 1.5 ml en
TRIS-HCI 0.1 M 50 ml) las soluciones se preparan hasta el momento de ser
empleadas disolviendo 40 mi de la solucién A en 200 pl de las solucion B y se
incuba por 25 min.) y contratincién {Hematoxilina 5 min., H,Obd corriente, alcohol
- &cido, agua corriente, agua amoniacal, agua corriente, alcohol al 96%, eosina 1 a
2 min., alcohol al 100% 2 min. repetir por tres ocasiones, escurrir, Xilol, colocacién

del cubreobjetos sobre una gota de resina).

b4

Desparafinado; lavado con PTA; desenmascaramiento con tripsina-EDTA 10 min.;
lavado con PTA; bloqueo de peroxidasas 15 min.; lavado con PTA; preincubar con
cationes 10 min. [Cl, Ca 0.1 mM (Prod Qcos Monterrey, 2429), Cl, Mg 0.1 mM
(Prod Qcos Monterrey, 2462) , Cl2 Mn 0.1 mM (Sigma, 3634) y PBS 0.1 mM c.b.p.
50 mi}; 2 lavados con PTA; incubar con isolectina b4 (Sigma, L-5391) 10 mg/mi a
4°C toda la noche, se diluye en PTA/Tween al 0.1 %; 2 lavados con PTA; se
incuba con el complejo avidina-biotina (Vector Labs PK-6102) por 2 h; lavado con

PTA; revelado con DAB y contratefiido con hematoxilina/eosina.
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Preparacion de los tejidos para estudio de factores solubles:

Homogeneizado

Para homogeneizar los tejidos primero se obtuvo el tejido con la ayuda de un
sacabocados. Se tuvo asi una pieza de forma cilindrica, de aproximadamente 180
mg del tejido, circundante a la canula donde se hubo instalado el BAf. Dicho tejido
fue homogeneizado empleando un tampén con inhibidores de proteasa [Acido n-
morfolino-etanosulfénico 100 mM pH 6.7 (MES; Sigma, M-5287), acido tetra
etileno-glicolico 1 mM (EGTA; Sigma, E-0396), fenil-metil-sulfonil fluoruro 1 mm
(PMSF; Sigma, P-7626), Aprotinina 0.3 M (Sigma, A-6279), Leupeptina 1 uM
(Sigma, L-2884) y Pepstatina 1 uM (Sigma, P-5318)] con un homogenizador
ultrasénico (Virsonic 100: The virtis company INC Gardiner N.Y. U.S.A.).

Una vez formado el homogenado se centrifugo a 10,000 xg durante 10 minutos

para obtener un sobrenadante rico en proteinas solubles.

Determinacion de proteinas

Se obtuvo un valor de referencia en todas las determinaciones para cada
homogeneizado de tejido. Se empleo el método de Bradford (Bradford y col.,
1976). Soluciones: se disolvieron 100 mg de azul Comassie (Sigma, G-250) en 50
ml de etanol al 90% mas 100 mi de &cido fosférico al 85% (peso/volumen) y se
aforo la solucion a un volumen total de 200 ml con agua bidestilada. Esta solucion
de trabajo se almacené a 5°C y se diluyé en cuatro volimenes de agua destilada

antes de ser usada. La solucion estandar de proteinas con albumina sérica bovina
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se preparo a la concentracion de 100 pg/mi y sirvié para construir .una curva
estandar. Se diluyo la solucion estandar de proteinas en volumenes de 100 pl coh
PBS 0.1M, se adicionaron 5 m! de reactivo a cada fracci6n y se midio la densidad
optica a 595 nm. y se utilizaron 5 ml del reactivo de Bradford en 100 uyl de PBS

como blanco.

Determinacion de interleucinas por ELISA

Las dosificaciones inmunoenzimaticas en fase heterogénea fueron descritas para
la dosificacion de antigenos y rapidamente se aplicaron para {a dosificacién de
a'nticuerpos. El nombre ELISA (Enzima-linked-immunoadsorbent-assay) se emplea
actualmente para todas las dosificaciones que utilizan enzimas marcadoras. Los
procedimientos se basan en los mismo esquemas de reaccién que los de los

métodos radioinmunoldgicos.

En la determinacion de tipo competitivo o de tipo “sandwich” empleada en este
protocolo, el antigeno que se dosifico fue captado en un primer tiempo por el
anticuerpo especiﬁéo inmovilizado sobre un soporte, (placas de 96 pacilios de
poliestireno para este trabajo). La cantidad de antigeno que ha formado un
complejo se mide, en un segundo tiempo, después de su reaccidn con un
anticuerpo de la misma especificidad acoplado a una enzima. Para esta
determinacion es necesario que el antigeno tenga varios epitopes (idénticos o no),
de manera que después de su reaccion con el anticuerpo inmovitizado pueda

reaccionar todavia con el segundo anticuerpo especifico acoplado a una enzima.
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Por tanto, la actividad enzimatica obtenida es proporcional a la cantidad de

antigeno fijada por el primer anticuerpo.

Las pruebas se hicieron con el empleo de kits prefabricados para este propdsito,

(R&D SYSTEMS IL-10 rat kit ELISA (y TGF-B human kit ELISA test).

Las pruebas estadisticas se hicieron con una ANOVA de 2 vias.
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RESULTADOS

Las fotomicrografias presentadag en el presente trabajo son un estudio que
pretende demostrar la presencia del B-amiloide después de 21 dias de su
aplicacién, esto en la zona de su aplicacién, las zonas circunvecinas vy
propiamente en la regién CA1 del hipocampo (Fig. 5 y 6). Los cortes conservan su
arquitectura y fueron tefiidos con Hematoxilina / eosina (Weldon y col., 1998).

El tamafio real representado de cada fotomicrografia es de 100 uM i |

Los agregados de BAf se asocian con la degeneracién neuronal y la activacion de
la microglia (Fig. 7 y 8), estas figuras sirvieron de apoyo para demostrar la posible
actividad pro-inflamatoria de la microglia como evento dominante; ya que los
depdsitos de BAf ejercen un estimulo constante sobre las células microgliales y
por si solos pueden ser suficientes para inducir una liberacién crénica de citocinas
pro-inflamatorias. Las inmunocitoquimicas controles para BA y microglia no son

presentadas debido a que no se detectaron.
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Figura 4.- Zona de aplicacion del p-amiloide tefiido con téchica de
inmunocitoquimica empleando anticuerpos monoclonales contra B-amiloide. Se
observan los depdsitos amiloide (—), en corteza e hipocampo, contratefiidos con

hematoxilina y Eosina. 100 uM
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Figura 5.- Depositos de amiloide en la corteza cerebral vecina al hipocampo.
Técnica de inmunocitoquimica empleando anticuerpos

monoclonales contra f-amiloide. 100 uM




Figura 6.- Zona de aplicacion del $-amiloide sobre la regidon CA1 del hipocampo, donde se

precia las células microgliales tefidas por inmunocitoquimica con anticuerpos anti- -
olectina b4. Revelado con Hematoxilina —Eosina y Zinc. Se observan los aglomerados de
icroglia en torno a ese sitio (—). Se aprecian también las zonas delimitantes del
ipocampo. El recuadro sefiala la zona ampliada que se muestra en fa siguiente

otomicrografia. 100 uM
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Figura 7.- Células microglisles teiiidas con anticuerpos anti-isolectina b4 marcada con
peroxidasa y revelada con diaminobenzidina. El area corresponde a la zona del recuadro,

arriba. 100 uM
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La inyeccion intrahipocampal de la proteina B-amiloide administrado in situ
directamente en el hipocampo se relaciond con niveles bajos de TGF-p en
comparacion con el grupo de animales testigo. Durante los primeras 12 y 24 h
después de inyectado el BAf los niveles de TGF-B disminuyeron significativamente
y asi se mantuvieron hasta las 48 h cuando las concentraciones de TGF-B

alcanzaron niveles de casi cero.

A partir de las 60 h los niveles de TGF-B se elevan, no rebasando los 60 pg/mg
de proteina que corresponde a un 36% con respecto al grupo de animales
intactos (p<0.05) (Grafica 1). A las 72 h los niveles de TGF-B alcanzan una@U et 4
concentracion de 95.5 pg/mg de proteina siendo esto un 63% con referencia al ‘
nivel basal y a las 84 h vuelve a tener un descenso de 56 pg/mg de proteina

(p<0.05).

Los valores observados en el grupo de animales intactos se toman como 'osB]DBILII@TECAC

niveles basales para efectos de todas las comparaciones y corresponden al 100%

6 a las cero horas.
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BAf. Animales a los que se les administro el p amiloide fibrilar

Grafica 1. El BAf reduce de manera significativa las concentraciones de TGF-p con
referencia al grupo intacto, a las 48 horas se observa un descenso drastico. Las 0

h corresponden al grupo de animales intactos.
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En el primer intervalo de tiempo no se presentaron diferencias significativas entre
los tres grupos de estudlo BAf, PBS y BAd, todos disminuyeron por debajo de Ios
niveles basales con referencia al grupo de animales intactos (p<0.001); entre Ios
grupos de BAf y PBS no hubo diferencias significativas en el segundo intervalo de
tiempo 24 h, en tanto que el grupo de animales inyectados con BAd elevo sus
. concentra‘ci,ohés de TGF-B muy por encima del grupo de animales intactos
(p=<0.0001) y se presentaron diferencias significativas entre el grupo de animales
'inyeétadoé con~ PBS (p<0.01) y BAf (p<0.006) con referencia al grupo BAd; a las
48 'horas la reduccién en las concentraciones de TGF-f en nuestro grupo de
interéé éAf fue drastica (p<0.0005) en comparacién del grupo intacto, PBS se
mantuvo por debajo de los niveles basales y presento una diferencia significativa
(p<0.04) en comparacion del grupo de animales inyectados con BAf, BAd alcanzo
su pico maximo, observando diferencias muy significativas entre los tres grupos
(p<0.0001); a las 60 hrs. continua existiendo una diferencia significativa (p<0.03)
entre los grupos de BAf y PBS y entre el grupo BAf y BAd (p<0.002); entre las 72
(p<0.003) y 84 h (p<0.001) el grupo de BAF presenta diferencias significativas con
referencias al grupo intacto y con referencia al grupo PBS a las 84 h (p<0.05). A
las 60, 72 y 84 horas no hubo diferencias significativas entre los grupos de
animales inyectados con PBS y los grupos intactos. BAd desciende a las 72 h
(p<0.02) alcanzando los mismos niveles que los animales intactos y a partir de las
84 h vuelve a elevarse por encima de los controles presentando diferencias
significativas con respecto al grupo de animales inyectados con BAf (p<0.04)

(Grafica 2).
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BAd. Animales a los que se les aplico el 8-amiloide desordenada.

Grafica 2. La inyeccién intrahipocampal de la proteina pB-amiloide reduce de
manera significativa los niveles de el TGF-B en un primer tiempo y en un segundo
tiempo después de las 48 horas; por el contrario a lo que se esperaba, el BAd
incrementa los niveles de TGF-f. El grupo BAf y PBS presentan un
comportamiento similar en todos los grupos horarios. **p<0.001 BAf, BAd, PBS
vs. intacto #p<0.006 BAf vs. BAd @p<.01 PBS vs. BAd *p<0.0001 BAd vs.
Intacto $p<0.04 BAf vs. PBS +p<0.03 BAf vs. PBS ++p<0.002 BAf vs. BAd

= p<0.05 BAfvs. PBS &p<0.04 BAd vs. BAf

A las 12 horas de aplicado el BAf, el PB_S o incluso el BAd, los niveles de TGF-B

disminuyeron en un 64% en relacion con el grupo de animales intactos considerados
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como el nivel basal, no habiendo diferencias estadisticamente significativas entre los

tres grupos de estudio sefialados (p>.001) (ANOVA).

A Iés 24 hrs. el TGF-B en el grupo de animales inyectados con BAf y PBS
descienden (75% y un 61% respectivamente) quedando en un 25% el grupo de
>a‘nimal.es-co>r.\ BAf (p<0.006) y en un 39% el grupo de animales con PBS {p<0.01)
con refe.re.rllc,ia al grupo intacto, bresentando diferencias significativas corﬁparados
con el grupo de animales inyectados con BAd que se eleva en un 208% por

encima del nivel basal (p>0.0001).

A las 48 horas los tres grupos de estudio; BAf, PBS y BAd presentan diferencias
‘ signiﬁcati.vas '(p>0.0001) ; el grupo de animales inyectados con PBS se eleva un .
15% alcanzando un 54% con referencia al nivel basal, en tanto que en los
animales inyectados con BAf la concentracion de TGF-B desciende en un 95%
llegando a una concentracion cercana al cero (p<0.0005). Por su parte en los
animales inyectados con la forma parecida al BA (BAd), se alcanzé un pico

maximo-de 400 pg/mg de proteina (247% mas que el grupo intacto) (p<0.0001).

A las 80 horas la actividad del TGF-p observada en el grupo BAd desciende
acercandose a los niveles basales (134%). El grupo de animales inyectados con
PBS alcanza casi los mismos niveles que los animales intactos (87%) y el grupo
de animales inyectados con BAf se eleva en un 31% con referencia a las

concentraciones cero.
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A las 72 horas las concentraciones de TGF-B en el gmpo de animales inyectados
con BAd, que habian experimentado una alza inegperada, retornan a los niveles
_ basales (80%) (p<0.02). En el grupo de animales inyectados con BAf los niveles
tienden a elevarse pero en general no sobrepasan los 55 pg/mg de proteina; esto
es 37 % por debajo de los basales (p<0.003). Las concentraciones del grupo
inyectado con PBS alcanza su pico maximo alcanzando las mismas

concentraciones que los animales.

A las 84 horas parece que los tres grupos BAf, PBS y BAd presentan un
comportamiento muy similar que al inicio de la manipulacion; el grupo de animales
inyectados con BAd se vuelve a incrementar en un 163% y los grﬁpos BAfy PBS
decaen en un 63% y en un 18% respectivamente con referencia a los animales

intactos (Gréfica 3).
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Gréafica 3. La aplicacion de BAf y PBS reducen de manera significativa los niveles
de TGF- con referencia al valor basal del grupo de animales intactos (hora cero),
en cambio los animales inyectados con BAd muestran elevadas concentraciones

de TGF-B alas 24,48,60 y 84 hrs.
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DISCUSION

En el presente frabajo se examino el efecto de la proteina BA fibrilar y
desordenado administrado in situ directamente en el hipocampo sobre la
produccién de citocinas TGF-B e IL-10 in vivo en un modelo con ratas Wistar,
machos, aduitos con un peso entre 280 y 300 g. TGF-B e IL-10 son citocinas anti-
inflamatorias producidas por microglia y astrocitos que modulan a su vez la
biosintesis de citocinas pro-inflamatorias (Mizuno y col., 1994; Hopkins y col.,

1995).

En pacientes con EA avanzada se han reportado niveles 'elevados de TGF-B en
cerebro, LCR y suero (Dinarelio 2000; Wyss-Coray 2000; Amara y col., 1999;
Chao y col., 1994a,b) y ha sido detectada la expresibn de TGF-B en una

proporcién de placas seniles (Van der Wal y col., 1993, Flanders y col., 1995.

En nuestro trabajo, se encontrd una marcada disminucion de niveles tisulares de
TGF-B después de 12-84 h de la inyeccion intrahipocampal de la proteina B-

amiloide; contranamente a lo que se esperaba.

En los resultados se pretendia encontrar los niveles titulares de TGF-B muy por
encima de las concentraciones basales esto debido al efecto compensatorio anti-

inflamatorio que se desamollaria en el transcurso de los intervalos de tiempo.




44

Con la técnica empleada o tal vez debido al corto tiempo de estudio no fue posible
" determinar si la reduccion en los niveles de TGF-B se debe ‘a la inyeccién
intrahipocampal del BA per-se o simplemente es un refiejo de actividad pro-

inflamatoria pre-dominante de las células microgliales.

En este modelo de estudio por el método de ELISA no se detecto IL-10 en los
homogeneizados del tejido hipocampal, lo que coincide con los datos que
‘ méncibnan la ausencia de la expresion de IL-10 en cerebros de pacientes con
EA(Eikelenboom y col., 1994; Flanders y col., 1995). Nuestro trabajo concuerda
también con los de Meda que no logré detectar IL-10 con la aplicacion del PA(25-
35) en cuitivos de monocitos humanos y microglia murina (Meda y col., 1998).
Sin embargo, IL-10 se ha detectado en estudios in vitro con cultivos de monocitos
retados con LPS e IFN y (Williams y col., 1996), asi como por la aplicacién
combinada de BA(1-42) y LPS (Szczepanik y col, 2001). En animales
transgénicos que tienen sobreproduccion de BA se han repostado datos
contradictorios; Apelt en ratones transgenicos Tg 2576 reporto la presencia de
IL-10 (Apelt y col., 2001), en cambio Mehlhorn en ratones transgénicos de la

misma cepa no ha encontrado IL-10 (Mehihorn y col., 2000).

La aplicacion del BAd elevo de manera significativa los niveles de TGF-B en las
24, 48, 60 y 84 h, lo cual posiblemente se debe a una menor actividad pro-
oxidante que se demostrd en el trabajo que antecede a esta tesis donde se

evaluaron en funcion de tiempo las intereucinas pro y anti-inflamatorias,
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relacionadas a su vez con indicadores de estrés oxidativo, encontramos que el
BAd redujo de manera significativa las concentraciones de nitritos comparada con
PBS y BAf. Como se observa en la figura 2, la relacion de patrones graficos
correspondientes a BAf y a BAd parece a una imagen en espejo. Lo anterior,
aunado al efecto inductor de TGF-B observado en este trabajo, mas ciertos
antecedentes que refieren efectos neuroprotectores del BA en su forma soluble
(Soto y col., 1994) e incluso a B-APP que tiene funciones de cito-proteccion
durante el desarrollo (Clarris y col., 1995; Mattson 1997), nes induce a considerar

que el BAd pudiera manifestar efectos neuroprotectores.

En el presente trabajo se encontré que el B-amiloide fibrilar permanece en el
cerebro hasta 21 dias después de haber sido aplicado y es detectable por la
tincion con rojo Congo (Weldon y col., 1998), asi como una actividad microglial
predominante en el area donde se inyecto el BAf, principal responsable de la
produccién de citocinas (Ishii y col., 2000; Mehlhorn y col., 2000; Benveniste y col.,
2001). Esto respalda la actividad pro-inﬂamaton‘a en la zona de aplicacién del A

que bien podria ser la responsable de la inhibicién en la produccién del TGF-p.

Los trabajos que relacionan la EA con las citocinas pro- y anti-inflamatorias han
ido en aumento en los Gltimos afios (Apelt y col., 2001; Benveniste 1998;
Dinarello 2000; McGeer y col., 1986; Mehlhom y col., 2000), hecho que nos hace
suponer el importante papel que juegan estos factores en el proceso de

neurodegeneracion.
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Es importante indagar en la expresion de-los mRNA de ambas citocinas anti-
inflamatorias TGF-p e IL-10, asi como de los efectos protectores que estas

tendrian en base a una administracion sistémica a dosis farmacolégicas.
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CONCLUSIONES

e Presencia de PAf y actividad microglial en la zona de su aplicacion, las

zonas circunvecinas y propiamente en {a regién CA1 del hipocampo.

e los niveles de TGF-beta disminuyen notablemente ante la inyeccion
intrahipocampal de la proteina p-amiloide fibrilar en un intervalo de 48 a 84

h, posiblemente por una actividad pro-inflamatoria dominante.
o Los niveles de TGF-beta se elevan significativamente a las 24, 48 y 84 h
después de la inyeccién intrahipocampal del p-amiloide desordenado, por o

que podria considerarse neuroprotector.

¢ No se detectd IL-10 en los intervalos de tiempo sefialados.
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