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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en la poblacién de adultos
mayores y su prevalencia aumenta dia a dia. Al tener una etiologia multifactorial es complejo
investigar en conjunto todos los elementos involucrados en el desarrollo de la misma. Las
marafias neurofibrilares y las placas amiloideas son las lesiones representativas de la EA. En
particular, las placas se forman por agregacion del péptido B-amiloide (BA), fendmeno que se
considera un factor primordial para comprender la evolucion de la enfermedad. El péptido BA
se origina a partir de la proteina precursora del amiloide (PPA) mediante la via amiloidogénica.
En individuos con EA los niveles de BA aumentan significativamente, pero a la fecha se

desconoce la causa de esto.

Elevaciones en la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la disminucién de
enzimas antioxidantes durante el envejecimiento del sistema nervioso determinan un ambiente
pro-oxidante, que parece promover el aumento en los niveles del BA. En el presente trabajo se
utilizé un modelo celular de neuroblastoma humano (linea MSN) para analizar la relacion entre
la amiloidogénesis y el estrés oxidante. Se inhibié la sintesis de la principal molécula
antioxidante del sistema nervioso, el glutation (GSH), mediante la aplicacién de butionina
sulfoximina (BSO), de esta forma se generé un ambiente pro-oxidante y se analizaron los
niveles de expresion la PPA. Los resultados mostraron que la aplicacién de BSO no elevd las
ERO, ni los afectd los niveles de PPA en el modelo de neuroblastoma empleado en este trabajo.
Sin embargo, se observé que el BSO en los cultivos de células de neuroblastoma, diferenciadas
e indiferenciadas, altera notoriamente la permeabilidad de la membrana y la morfologia
celular. Es necesario investigar si dichas alteraciones originadas por el tratamiento de BSO son
ocasionadas por estrés oxidante, para valorar si el modelo celular de neuroblastoma es

adecuado para el estudio de los factores involucrados en la EA.

vi



INTRODUCCION

El envejecimiento puede definirse como un fendmeno multifactorial, que en sistemas
bioldgicos se caracteriza por la pérdida progresiva de la homeostasis, debido a la reduccién de
sus capacidades adaptativas ante diversos estimulos, ya sean intrinsecos o extrinsecos
(Hernandez-Ortega et al., 2010). Durante esta uUltima etapa de la vida, existe una alteraciéon
generalizada que afecta a multiples estructuras (sistemas esquelético, muscular, digestivo,
nervioso, etc.), y se manifiesta con la pérdida de movilidad, la fragilidad y la dependencia hacia
terceros. Durante el envejecimiento, en el sistema nervioso se pueden desarrollar cambios
fisioldgicos que conducen a los procesos neurodegenerativos, tales como el desequilibrio en los
niveles de neurotransmisores, la desconexién sindptica, el desbalance REDOX y la muerte
neuronal (Raz y Rodrigue, 2006). Estos cambios pueden provocar el desarrollo de demencias,
las cuales, se definen como la pérdida progresiva de las capacidades cognitivas (memoria,

aprendizaje, lenguaje, etc.).

Las demencias tienen una elevada prevalencia, en el afio 2005 se reportaron alrededor
de 24.3 millones de casos en el mundo, y se estima un incremento de 4.6 millones de casos por
afio (Ferri et al., 2005). Se espera que para el afio 2050 existan alrededor de 115.4 millones de
personas con demencia, de los cuales el 71% de los casos se presentaran en paises en vias de
desarrollo, como México. Las demencias tienen un fuerte impacto econdmico, al considerar los
cuidados paliativos, el ingreso a hospitales, el gasto en medicamentos y la manutencién de los
pacientes, entre otros. El estimado de gasto mundial por demencias es de 604 mil millones de

ddlares anuales (Prince et al., 2011).

En la segunda mitad del siglo XX las condiciones de salud mejoraron en la mayoria de los
paises, por lo que el aumento en la esperanza de vida ha permitido que la edad promedio de Ia
poblacién de adultos mayores aumente once afios en paises desarrollados y casi veinte afios en
paises en vias de desarrollo (Cotlear et al., 2010). Actualmente, México cuenta con una

esperanza de vida de 79.2 afios para mujeres y 74.3 aios para varones, la cual se ha elevado en



alrededor de 2.5 % sdlo en la ultima década (Banco Mundial, 2013). Al aumentar la poblaciéon
de adultos mayores, la incidencia de enfermedades asociadas con el envejecimiento también
aumenta, por lo que el estudio de éstas es un tema de importancia e interés para la

investigacion en salud (Figura 1).

250
200 -

v

2

g 150 060 +

< m 25-59

(=] i

E 100 - 25-.

E

hr=1]

2

(o))
o

0

S S O S H SO DS
FF S FE S S P

Figura 1.Aumento poblacional de adultos mayores de 1950 a 2050. La tendencia de los paises de mejorar las
condiciones de salud ha elevado la esperanza de vida desde hace 60 afios; y se espera continle en ascenso. Sin
embargo, también se espera que al aumentar la poblacion de ancianos, la demanda de sus necesidades también
se eleve de manera importante, particularmente a nivel del sector salud. Por lo tanto, la investigacion en geriatria
y gerontologia es un paso adelantado a los problemas futuros, tales como el aumento en la prevalencia de las
demencias (Imagen modificada de Cotlear et al., 2011).




ANTECEDENTES

Enfermedad de Alzheimer
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la demencia mas frecuente en la poblacién de

adultos mayores (Alzheimer’s Association, 2010), pues constituye alrededor del 60% de los
casos. La EA fue descrita por primera vez a principios del siglo XX por Alois Alzheimer en una
paciente de 51 afios (de nombre August D.), quién murid después de cuatro afios de progresiéon
de la enfermedad. Después de cien afos del descubrimiento de esta patologia, aun no se
conocen con precision las causas que determinan su desarrollo. La naturaleza multifactorial de
la enfermedad ha dificultado el disefio de terapias que impidan la progresion del dafio y no se
cuenta aun con una cura o tratamiento efectivo (Selkoe, 2003). Factores como la hipertension
(Qiu, 2012), la obesidad (Freeman et al., 2012) y la diabetes (Guglielmotto et al., 2012), pueden
aumentar el riesgo a padecer la EA. En el 2006 se reportaron 350 mil casos de Alzheimer en
México, sin embargo, éstos reportes no han sido actualizados y es posible que esta cifra sea

mucho mayor debido al déficit en el diagndstico (Gutiérrez-Muiios et al., 2006).

Entre las caracteristicas clinicas mas importantes estan: la pérdida progresiva de la
memoria, el deterioro cognitivo, y la desorientacidén espacio-temporal (Selkoe, 2001). La EA
puede clasificarse en dos tipos teniendo en cuenta la edad de aparicidn y la etiologia, en EA
familiar (EAF) y EA esporadica (EAE). La EAF es originada por mutaciones autosdémicas
dominantes, localizadas principalmente en los cromosomas 21 (gen de la proteina precursora
del amiloide) y 14 (gen de presenilina 1); la edad de apariciéon es temprana (entre los 40 y 50
afios) y solo representa del 1 al 2% de los casos. La EAE se manifiesta después de los 65 afos de
edad y representa la mayoria de los casos, sin embargo el origen de sus alteraciones y el
mecanismo especifico de la patologia en esta modalidad, no han sido determinados (Menéndez
et al., 2002). La presencia de la forma alélica €4 de la apoliproteina E (encargada del trasporte

de colesterol) se ha vinculado como factor de riesgo en la EAE (Mahley et al., 2006).



Las manifestaciones clinicas de la EA se han dividido en tres etapas:

1". Se presenta una pérdida de memoria a corto plazo y una gran desorientacién espacio-
temporal.

29, Aparecen sintomas no cognitivos como irritabilidad, cambio de danimo, pérdida de juicio,
disfasia, entre otros.

3", El individuo es incapaz de reconocer a sus familiares, a su entorno y a si mismo. Se da una
dependencia total por pérdida de la conciencia, la desregulacion de los esfinteres y el
exceso de tono muscular. La muerte del individuo es ocasionada por el progresivo
deterioro del sistema nervioso o por patologias originadas por su estado de inmovilidad,
gue puede ocurrir de 5 a 20 afios después del diagndstico de la enfermedad (para revisidn
ver Arias, 1999).

En el desarrollo de la EA dos estructuras cerebrales se han observado notablemente
alteradas: la corteza cerebral y el hipocampo, siendo esta ultima, una de las principales areas
implicadas en los procesos de memoria y aprendizaje, funciones caracteristicamente
comprometidas en esta demencia (Wenk, 2003). Se ha propuesto que la desconexidn sindptica,
resultado de la pérdida de densidad dendritica y de la muerte celular, es un evento temprano
en la fisiopatologia de la EA (Lee et al., 2012). Ambos eventos se desencadenan por el
desequilibrio en la homeostasis de Ca®* (De Caluwé y Dupont, 2013) y las alteraciones en la
funcién mitocondrial (Khatri y Man, 2013). Los marcadores histopatoldgicos en la EA son las

marafas neurofibrilares y las placas neuriticas o amiloideas (Selkoe, 2001).

Las maranas neurofibrilares son agregados intraneuronales que se originan a partir de
la acumulacion de una proteina organizadora del citoesqueleto conocida como tau (del grupo
de las proteinas asociadas a microtubulos (MAPs) relacionadas con su organizacién estructural
en el citoesqueleto); esta proteina se encarga de la estabilizacidon de los microtubulos axonales,
al permitir el acomodo en paralelo de los mismos en el mismo sentido polar; se reconocen 6
isoformas en humanos, siendo mas comun en tejido nervioso, y encontrandose principalmente
en neuronas (Selkoe, 2001). Al formarse los microtubulos la proteina tau posee normalmente 2
moléculas de fosfato, sin embargo en la EA, tau se hiperfosforila, llegando a tener de 10 a 12
moléculas de fosfato. Al incrementar su fosforilacién la funcidon de tau se impide y forma
agregados moleculares en diferentes zonas intracelulares constituyendo los filamentos
helicoidales apareados (FHA) que dan origen a las marafias neurofibrilares, también llamadas

“neuronas fantasma” (Igbal y Grundke-Igbal, 2008). Las altas concentraciones de tau agregada



se vinculan con alteraciones en el transporte axoplasmico y con la disfuncién sinaptica (Tai et

al., 2012)

Las placas neuriticas o amiloideas son agregados extracelulares compuestos
principalmente por la proteina B-amiloide (BA), la cual se ha relacionado con procesos
biolégicos como la activacién de la microglia y la astrocitosis (eventos vinculados con
inflamaciéon y apoptosis), asi como con afecciones en la vascularizacién cerebral y reactividad
con iones metalicos (Fe, Cu y Zn); dichos procesos se han identificado en regiones cerebrales
como la neocorteza, el hipocampo y la amigdala (Tapia et al., 1999). Al estudiar los
componentes de la placa amiloidea, ademas del BA (que representa el 70% del peso seco de la
placa), destacan proteinas como la apolipoproteina E, la antiquimiotripsina, enzimas
lisosomales y antioxidantes (Robakis, 1994). En autopsias de adultos mayores no dementes se
ha observado la formacion de placas difusas, que a diferencia de las placas amiloideas
encontradas en pacientes con la EA, no provocan inflamacién y sus componentes son de
distinta naturaleza como algunas proteinas asociadas e iones metdlicos. Otra diferencia entre
placas difusas y amiloideas, es la naturaleza del BA, ya que en las primeras se acumula
principalmente la isoforma BAso, y en las placas amiloideas la isoforma BAs,, péptido de
naturaleza hidrofdbica con tendencia a agregarse (Buxbaum et al, 1998) y a inducir
citotoxicidad (Boyd-Kimball et al., 2005). Se ha vinculado el desarrollo de placas amiloideas con
las angiopatias cerebrales (Baloyannis y Baloyannis, 2012), debido a que ocasiona una baja
expresion y disposicidon de proteinas de la barrera hematoencefalica por la influencia de BA (Liu
et al., 2012). El presente estudio trata de vislumbrar la dindmica metabdlica de BA y su

importancia patoldgica en la EA.



Metabolismo de la proteina precursora del amiloide
El BA, es un péptido de 39 a 43 aminodacidos, resultado del procesamiento proteolitico

de la proteina precursora del amiloide (PPA). En individuos sanos el BA se produce en pequefias
proporciones (a nivel de concentraciones pM), para favorecer la actividad sindptica y la
plasticidad neural (Puzzo et al.,, 2008; Cavalluci et al., 2012). Sin embargo, en la EA la

produccién de BA se eleva y se acumula en la matriz extracelular (Selkoe, 2001).

La PPA es una glucoproteina transmembranal que se compone de tres dominios: una
region C-terminal amplia, extracelular y de estructura globular; una secciéon transmembranal,
gue contiene gran parte de la secuencia del BA; y una region pequeiia N-terminal en el
citoplasma (Dahms et al., 2010). El gen para la PPA, se codifica en el cromosoma 21, de donde
se derivan 10 isoformas (secuencias que van desde 573 a 770 aminodacidos), donde la PPAggs €5
la que se expresa principalmente en las neuronas (Sandbrink et al., 1994). Entre las funciones
reportadas para la PPA es que actia como factor neurotréfico; participa en el transporte
vesicular y la adhesion celular (Small et al.,, 1999); favorece el mantenimiento, funcion y
estabilidad sinaptica; promueve el crecimiento y actia como guia axonal (Ninomiya et al.,
1993); participa también en la regulacion de la actividad de factores de transcripciéon y en la

homeostasis de iones metalicos (para revision ver Quiroz-Baez et al., 2007).

El metabolismo de la PPA se divide en dos vias, a partir de los productos generados en
éstas: la no amiloidogénica y la amiloidogénica (Figura 2). La via no amiloidogénica es llevada a
cabo por distintas proteasas con actividad de a-secretasa en la region extracelular de la PPA,
liberando un fragmento con funciones neurotréficas y neuroprotectoras (aPPAs) (Gakhar-
Koppole et al., 2008; Ma et al., 2009; Zhang et al., 2012), mientras que el complejo y-secretasa
actua en la seccién intramembranal cortando la regién de BA y previniendo su formacién (Hass
y Yankner, 2012). Al estudiar las enzimas con actividad a-secretasa, se determind que eran
metaloproteasas dependientes de zinc pertenecientes a la familia de proteinas ADAM (a
desintegrin and metalprotease”), de las cuales, ADAM9, ADAM10 y ADAM17 (también Ilamada
TACE) presentan dicha actividad; estudios mas detallados demostraron que ADAM10 tiene la
actividad constitutiva de a-secretasa, mientras que la actividad de ADAM9 y ADAM17 es

inducible (Wen et al., 1997). El complejo y-secretasa esta constituido por cuatro componentes:



presenilina (PN), nicastrina, APH1 (anterior pharynx-defective 1) y PEN2 (preseniline enhancer
2); mientras que PN presenta la actividad proteolitica, nicastrina funciona como un sustrato
receptor, y los ligandos APH1 y PEN2 son reguladores de la reaccion (Zhang et al., 2012). La
accién de cada uno de los componentes de la y-secretasa es primordial en su funcionamiento

(Edbauer et al., 2003).

Por otra parte, en la via amiloidogénica participa una proteina con actividad de B-
secretasa llamada BACE1 (“B-site APP-cleaving enzyme 1”); ésta proteasa de aspartato es el
paso limitante en la generacién de BA, ya que al inhibir su actividad, se impide la formacién del
péptido (Sinha et al.,, 1999; Vasaar et al., 1999). La proteasa BACE1l también regula
positivamente el proceso de mielizacidon neuronal (Willem et al., 2006). Durante el metabolismo
de PPA, BACE1 corta en el sitio B de la regidn N-terminal (region extracelular) liberando al
fragmento BPPAs, mientras que el complejo y-secretasa al cortar en la porcion membranal,
libera al péptido BA (Figura 2). Se ha demostrado que el fragmento B-PPAs tiene efectos
citotéxicos (Nikolaev et al., 2009), ademas de no favorecer con funciones neuroprotectoras
como lo hace el fragmento aPPAs. En condiciones fisioldgicas solo el 10% de la PPA es
endocitada para ser procesada por la via amiloidogénica (Vassar et al., 1999), sin embrago, en

la EA este porcentaje incrementa.
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Figura 2.Metabolismo de la PPA. La accién de enzimas y los subproductos derivados distinguen a las
vias amiloidogénica y no amiloidogénica. El incremento en la generacion de BA, ya sea, por
sobreexpresién de enzimas amiloidogénicas, por inhibicidn de a-secretasas, o por ambas

situaciones, es un tema de constante investigacion en la EA (Imagen modificada de Zhang vy

Hipotesis del amiloide
Por el aumento en su produccién y su participacidon en eventos relacionados con la EA,

el BA se ha propuesto como uno de los causantes principales en el desarrollo de la enfermedad.
Se ha demostrado que en presencia del BA convergen otros fendmenos degenerativos como el
estrés oxidante (Practico, 2008), angiopatias (Baloyannis y Baloyannis, 2012) y la

hiperfosforilacién de Tau (Busciglio et al., 1995).

De acuerdo con la hipdtesis del amiloide (Glenner y Wong, 1984), la acumulacion de la
proteina BA es un evento temprano en la EA, que pudiera influir en la acumulacion de tau, ala
muerte neuronal, y que conlleva al desarrollo de la demencia. La hipétesis del amiloide también
se apoya en la presencia de BA como componente importante de las placas amiloideas, asi

como el factor genético de las mutaciones en PPA y presenilinas (PN1y PN2) en los casos de EA



familiar. Se ha vinculado también a la trisomia del cromosoma 21 (sindrome de Down) donde se
observa un aumento de la carga génica de la PPA, y el desarrollo de demencias a edades

tempranas (Reitz, 2012).

Se ha demostrado el efecto de BA en modelos in vivo (Lee et al., 2012) e in vitro (Quiroz-
Baez et al., 2009). Ratones transgénicos con genes insertados o “knock-in” para PPA, PN1 o PN2
pueden desarrollar placas amiloideas e hiperfosforilacion de tau, pero tau por si misma no
induce eventos patoldgicos, ni procesos inflamatorios (Amstrong, 2006). Otros estudios in vitro
realizados en cultivos hipocampales de rata han permitido demostrar que la presencia del BA
fibrilar induce el incremento en la fosforilacion de tau, sugiriendo que este evento sea

secundario a la amiloidogénesis (Busciglio et al., 1995).

Estrés oxidante en la enfermedad de Alzheimer
Otro factor determinante de la fisiopatologia de la EA es el desequilibrio de la capacidad

antioxidante de las neuronas durante el envejecimiento, favoreciendo un ambiente pro-
oxidante que puede causar entre otros eventos el deterioro estructural, y por lo tanto,
funcional de las células del tejido nervioso (Butterfield et al., 2013). El origen del estrés
oxidante es la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), moléculas reactivas que
provienen del metabolismo de O, en todos los sistemas aerobios; son ubicuas y de vida media
corta, ya que reaccionan con las biomoléculas mas cercanas a su sitio de formacion. Agentes
oxidantes como el superdxido (O*), el radical hidroxilo (OH") y el perdxido de hidrégeno (H,0,)
son ejemplos de ERO; asi como el 6xido nitrico (NO') y el peroxinitrito (ONOQO") son especies
reactivas de nitrégeno (ERN). La accidon de estas moléculas reactivas es contrarrestada por
componentes antioxidantes que pueden ser tanto enzimdticos (catalasa, superéxido dismutasa
y glutation peroxidasa) como no enzimaticos (glutatién, acido ascorbico, B-tocoferol). Por otra
parte, funciones como la neurotransmisién, la presién sanguinea, la activacidon del sistema
inmunoldgico y la relajacion muscular, son mecanismos fisiolégicos vitales en los que las ERO y

ERN también participan (Luna-Lépez, 2010).



El tejido nervioso es particularmente sensible al dafio oxidante, debido a su alto
requerimiento de oxigeno para su actividad metabdlica (alrededor del 20% del O, corporal)
(Lareo, 2006), a que se compone en un alto porcentaje de acidos grasos insaturados, y por
ultimo, a que la presencia de enzimas antioxidantes (como la catalasa y la superdxido
dismutasa) es menor, comparado con otros tejidos (Floyd y Hensley, 2002). El tripéptido
glutatién (GSH) es el antioxidante con mayor concentracién en el tejido nervioso (Martinez-
Sarrasague et al., 2006), reportandose niveles de entre 1-3mM; sin embrago, los niveles de GSH

disminuyen durante el envejecimiento (Arranz et al., 2007; Sekhar et al., 2011).

Se ha reportado un aumento considerable de ERO tanto en pacientes con la EA (Sayre et
al., 2001) como en modelos transgénicos de la EA (Practicd, 2008). Algunas evidencias permiten
sugerir que el estrés oxidante interviene en el procesamiento de la PPA, y modifica su expresion
(Park et al., 2005; Quiroz-Baez et al., 2009; Bailey et al., 2011); ademas de promover la sintesis
de BACE1 a través de la activacion del factor iniciador de la traduccion (sintesis de proteinas) a-
elF2 y de la proteina quinasa activada por RNA doble hebra (PKR) (Mouton-Liger et al., 2012).
Sub-productos de oxidacion de membrana, como el 4-hidroxinonenal, pueden conducir al
incremento en la produccidn de BA, como se ha demostrado en cultivos de células corticales de
rata (Gwon et al., 2012). Por otro lado, un estudio realizado en muestras de pacientes con EA
(utilizando un andlisis de microarreglos), permiti6 demostrar que de los 14,000 genes
analizados la expresién de 1017 de ellos no esta regulada en las muestras de los pacientes con
la EA, de los cuales 215 estdn relacionados con vias de estrés oxidante (Ramamoorthy et al.,
2012). Diversos eventos neurotéxicos han demostrado la relacidon entre la conformacién
proteica de BA y su potencial neurotdxico en condiciones de estrés oxidante (Murakami et al.,
2005; Shen et al., 2008). Los estudios anteriores permiten sugerir un vinculo estrecho entre la
EA vy el estrés oxidante, por lo cual, el estudio de su relacion podria ayudar a comprender la

enfermedad desde una perspectiva basica.
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Glutation, molécula antioxidante del sistema nervioso
El glutatién (GSH) es el tiol de bajo peso molecular mas abundante en las células

vegetales y animales (0.05-10mM), participando principalmente en la regulacion de Ia
produccién de ERO y ERN (Meister, 1983). El GSH reduce perdxidos, elimina radicales libres y
conjuga compuestos electréfilos (Maher y Hanneken, 2005). El GSH se sintetiza a partir de los
aminoacidos acido glutdmico, glicina y cisteina, mediante la accidn consecutiva de dos enzimas:
la gamma-glutamil cisteina sintetasa (yGCS) y la glutatidn sintetasa (Martinez-Sarrasague et al.,
2006). Existe también el mecanismo enzimdtico de la GSH mediado por las enzimas GSH
peroxidasa y GSH reductasa, por el cual se controlan los niveles de ERO mediante el reciclaje de
GSH reducido y el dipéptido GSH disulfuro u oxidado (GSSG) (Martinez-Sarrasague et al., 2006).
El GSH, ademas, participa en la formacién de estrégenos, prostaglandinas y leucotrienos, e
interviene en la sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN) (Wu et al.,, 2004). Se ha
demostrado que elevaciones en los niveles de GSH tienen un efecto neuroprotector en cultivos

corticales de rata tratados con BA (Boyd-Kimball et al., 2005).

El compuesto DL-butionin-(S,R)-sulfoximina (BSO) es un inhibidor irreversible de la y-
glutamil cisteina sintetasa, enzima limitante en la sintesis de GSH (Griffith y Meister, 1979). El
BSO ha sido utilizado como inductor de estrés oxidante en cultivos primarios de neuronas de
ratén (Boyd-Kimball et al., 2005) y en cultivos de neuroblastoma humano (Marengo et al.,
2007). En un trabajo previo del grupo (Ramos-Sanchez, 2010) se utilizé la concentracién 400uM
de BSO, para inducir estrés oxidante en células de neuroblastoma humano linea MSN en
cultivo; los resultados del ensayo fluorométrico con Dihidrorodamina 123 en este trabajo
demostraron un aumento de tres veces mayor en la produccién de ERO respecto a las células
no tratadas con el inhibidor, y manteniendo viables a los cultivos expuestos a estas condiciones.
En este estudio se utilizé el compuesto BSO para probar si la disminucién de los niveles de GSH
ocasiona cambios en la expresidn de la PPA, y estudiar asi la relacion entre la amiloidogénesis y

el estrés oxidante.
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Modelos para Enfermedad de Alzheimer
Dado que los eventos fisiopatoldgicos de la EA son multifactoriales se han

implementado numerosos modelos experimentales en animales, en los que se aborda alguna
de las caracteristicas presentes en la enfermedad como: la amiloidogénesis, la
hiperfosforilacion de tau, el estrés oxidante, la pérdida de contactos sinapticos, la muerte
neural, el envejecimiento; sin embargo, un modelo que reproduzca e integre todos estos

eventos es una tarea complicada.

Se han utilizado especies animales diferentes, siendo mas comunes los modelos murinos
debido principalmente a que su ciclo de vida es corto, son de facil manipulacién y practicidad al
elaborar pruebas in vivo (Schaeffer et al., 2012), para explorar diferentes aspectos de la
enfermedad. Ademas, las técnicas de biologia molecular han permitido alterar el contenido
genético de los roedores, logrando asi generar los modelos transgénicos (Tg) ya sea con
insercién es de genes humanos (capaces de reproducir parcialmente las caracteristicas
patolégicas de la enfermedad) o por medio de eliminacidon de genes vinculados con la EA (para
evaluar el efecto de la baja o nula expresién del gen en cuestién) como la PPA, PS1, PS2, etc.,
modelos en los que se ha logrado observar el desarrollo de placas y el seguimiento de algunas
alteraciones del comportamiento(Manzano et al., 2009). El uso de modelos experimentales
utilizando otras especies animales como el perro, los cetdceos y los primates, también han
aportado informacion en procesos como la amiloidogénesis en la longevidad, condiciones poco
perceptibles en modelos murinos Tg (Sarasa, 2006). Se ha demostrado la analogia entre las
secuencias de PPA de pollo y humano (Carrodeguas et al., 2005), por lo que se ha utilizado en la
produccién de anticuerpos. También debe considerase que los estudios en modelos
transgénicos permiten evaluar condiciones mas cercanas a la EA familiar y que el tiempo
necesario para generar las caracteristicas patoldgicas (placas amiloides y marafias

neurofibrilares) suele ser de hasta 1 a 2 afios (Ashe y Zahs, 2010).

Los modelos en los que se utilizan cultivos celulares también son relevantes en el
estudio de la EA, ya que se reproducen rdpidamente y permiten la evaluacién de caracteristicas
especificas bajo condiciones mds controladas que en los modelos animales (Yankner, 1996;

Strausak et al., 2001). Los cultivos primarios de neuronas de rata son ampliamente utilizados
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como modelos para el estudio de la EA (Boyd-Kimball et al., 2005). Los cultivos de fibroblastos
obtenidos de individuos con Sindrome de Down, han permitido a los investigadores reproducir
caracteristicas de la EA (como la produccion y agregacion de BAa; e hiperfosforilacién de tau) en
células humanas (Shi et al., 2012). En el presente trabajo se utilizd la linea celular MSN de
neuroblastoma humano. Las ventajas de esta linea inmortal, es su alta tasa de proliferacién,

diferenciacién y su facil manejo (Reynolds et al., 1986).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del origen multifactorial de la EA, la sobreproduccién de la proteina BA y el
establecimiento del estrés oxidante son dos eventos fundamentales en el desarrollo de la
patologia, tanto de tipo esporadico como del familiar. Considerando las evidencias que
sostienen que el estrés oxidante altera el procesamiento de la PPA, en el presente trabajo se
utiliza un modelo de generacién de estrés oxidante en células de neuroblastoma humano,
tratando de reproducir las condiciones fisioldgicas que se presentan en la EA (como la
disminucion de GSH durante el envejecimiento). Utilizando la linea celular de neuroblastoma
humano (MSN), se inducira un cambio en el estado REDOX de las células en cultivo con un
inhibidor de la sintesis de GSH y se evaluard si el desbalance REDOX originado por éste
tratamiento cambia la expresion de la PPA. Este trabajo puede acercarnos al conocimiento de
las interacciones entre el péptido BA y el estrés oxidante, permitiendo que sea usado como una

herramienta en el estudio de los mecanismos patoldgicos de la EA.
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HIPOTESIS

La reduccidon de los niveles celulares de glutation, inducida por el BSO, alterard el equilibrio

REDOX modificando la expresion de la PPA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del BSO sobre la induccion de estrés oxidante en células de neuroblastoma

humano y su relacién con los cambios en la expresién de la PPA.

Objetivos Particulares:

1. Determinar la viabilidad celular por la administracion de BSO, como inductor del dafio
oxidante, tanto en células diferenciadas como indiferenciadas de neuroblastoma
humano MSN.

2. Evaluar los cambios en la expresién de la proteina precursora amiloide, en las células de
neuroblastoma, como resultado de la induccidn de estrés oxidante por la incubacién de
BSO.

3. Evaluar el efecto del BSO sobre el equilibrio REDOX, tanto en células diferenciadas como

indiferenciadas de neuroblastoma humano MSN.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares
Células de neuroblastoma humano MSN fueron sembradas en cajas de 12 y 24 pozos

utilizando medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10% y aminoacidos
no esenciales (1ImM de glutamina, 4.7mM de serina y 3.8mM de asparagina), en una atmaésfera
de 95% 0O, y 5% CO, a 37°C hasta alcanzar una confluencia de 1X10° células. Después las cajas
se dividieron en dos grupos: células diferenciadas y células indiferenciadas. El procedimiento de
diferenciacidn se llevé a cabo manteniendo las células en cultivo durante dos dias in vitro previo
al tratamiento de diferenciacion, el cual consiste en la co-incubacién con acido retinoico
(10uM) vy el factor de crecimiento neural (NFG) (50ng/mL) durante 5 dias. Por otra parte, las
células indiferenciadas solo se mantuvieron en las condiciones de cultivo durante 5 dias in vitro,
hasta alcanzar la confluencia necesaria. Para los ensayos por Western blot, las células se

sembraron en cajas Petri de 60mm, a una confluencia de 1X107, bajo las mismas condiciones.

Tratamiento pro-oxidante
Tanto las células diferenciadas como indiferenciadas fueron tratadas con el inhibidor

Butionina sulfoximina (BSO) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) a concentraciones de 200, 400y
800uM, y se incubaron por periodos de 24 h y 48 h (tratamiento agudo). Los tratamientos se
realizaron a la par de controles negativos, que consistieron en células no tratadas pero que se

sembraron en las mismas condiciones de tiempo y espacio.
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Viabilidad celular:

Ensayo de reduccion MTT
Para determinar la viabilidad celular se llevé a cabo un ensayo colorimétrico por MTT(3-

(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio) el cual permite la evaluacion de la actividad
mitocondrial al cuantificar las sales de formazadn que se sintetizan a partir de la reduccién del
MTT (por acciéon de las deshidrogenasas mitocondriales en presencia de NADH), bajo el
siguiente protocolo: concluidos los diferentes periodos de tratamiento con el BSO, se afiadio el
MTT (10% v/v) a una concentracién final de 10mM, y se incubé durante 1 h a 37°C.
Posteriormente, se desechd el medio y se afadieron 800uL de isopropanol-acido (solucién con
96% de 2-propanol y 4% de acido clorhidrico 1N), por 20 min para disolver las sales. Las
muestras se analizaron en el espectrofotometro (Ultrospec 2000. Pharmacia Biotech) a una
longitud de onda de 570nm, para determinar la proporcién de oxidacion del MTT; mientras
mayor es la concentracion de sales de formazan, mayor la proporcién de células viables con
actividad mitocondrial éptima. Los datos de absorbancia se graficaron en porcentaje de cada

tratamiento respecto el control. Los experimentos se desarrollaron por cuadruplicado.

Ensayo de exclusion con azul de tripano
Otro ensayo que se utilizd para la evaluacién de la viabilidad celular, fue el método de

exclusién del colorante azul de tripano (por cambios en la permeabilidad selectiva de la
membrana) que permite la cuantificacidn de las células que excluyen el colorante como vivas y
la que lo integran (tefiidas de azul) como muertas. Concluidos los periodos de tratamiento con
BSO se desechd el medio, y las células fueron lavadas con 200uL de amortiguador Locke (154
mM de NaCl, 5.6 mM de KCl, 2.3mM de CaCl,, ImM de MgCl,, 5.6mM de glucosa y 5.0 mM de
HEPES). Después se cosecharon en 100uL del mismo amortiguador, y se homogenizaron con
suavidad. Se tomaron 10uL del homogeneizado y un volumen igual de azul de tripano (0.4%), y
se mezclaron. Utilizando una camara de Neubauer, se cuantificaron las células en el
microscopio invertido de campo claro (Carl Zeiss Axiovert 25), contando las células encontradas
en cinco cuadrantes, este ensayo se realizé por cuadruplicado; los datos se promediaron para

cada experimento.
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Analisis morfolégico en microscopia de campo claro
Mediante el uso de un microscopio invertido de campo claro (Olympus IX71) se analizd

cualitativamente la morfologia de células de neuroblastoma MSN expuestas a dos
concentraciones de BSO (400uM y 800uM), por 24 y 48 h; tomando como referencia la
morfologia de las células no tratadas, se considerd la forma (redondeada o de huso) y su
condicién. La observacion y andlisis de la morfologia celular se realizé utilizando el objetivo de

20x. Se calibraron las imagenes con una barra de 40um mediante el programa Image J (Java).

Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno
Mediante un ensayo fluorométrico se analizaron los niveles de ERO utilizando el

compuesto Dihidrorodamina 123 (DHR) que al oxidarse por accién de H,0, (en presencia de
peroxidasas) genera al compuesto fluorescente Rodamina 123. Al concluir el tratamiento de
BSO 400uM se desechd el medio y se cosecharon las células en PBS con inhibidores de
proteasas. Se centrifugé a 1200 rpm a 4°C durante 5 min. Después se desechd el sobrenadante,
y al precipitado se adicionaron 180uL de amortiguador A (140 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 0.8
mM de MgS0,, 1.8 mM de CaCl,, 5 mM de glucosa y 15 mM de HEPES), 20uL de solucion DHR
1mM y se homogenizé el precipitado. Se colocaron las muestras en una caja de 96 pozos y se
incubd en oscuridad durante 2 min a 37°C. Posteriormente, se cuantificé
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 490nm. Se realizaron tres experimentos
independientes por cuadruplicado, y se evalud la intensidad utilizando un lector de placas

(Microplate Reader modelo 550, Bio-Rad).

Electroforesis y western blot
Después del tratamiento con 400uM de BSO, se obtuvieron las siguientes fracciones

para evaluar la expresion de la PPA por western blot para lo cual se colocaron las cajas de
60mm en hielo; la primera fraccién se obtiene al tomar 500uL del medio y para las dos
fracciones restantes se cosecharon las células con el medio sobrante y se centrifugaron a 4000
rpm, se desecha el sobrenadante y el precipitado se resuspende con 300uL de amortiguador de

lisis (tris-HCI 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, nonidet P40 1%, desoxicolato 0.5%, cocktel de
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inhibidores de proteasas), y después se sonicd a 4°C por tres ciclos (cada ciclo consiste en tres
periodos de 10 segundos a 40Hz). Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm a 4°C durante 75
min. Al concluir la centrifugacion, se tomé el sobrenadante que seria la fraccién soluble y al
precipitado se le anadieron 100uL de amortiguador de lisis y se aplicd nuevamente un ciclo de
sonicacién para obtener asi la fraccion membranal.

Se cuantificé la proteina de las diferentes fracciones (medio, fraccién soluble y fraccidn
membranal) mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951) obteniendo 25ug por alicuota;
para el corrimiento electroforético se desnaturalizaron las proteinas, y se adicioné un volumen
equivalente (al volumen de la alicuota) de amortiguador de carga (2-Bmercaptoetanol, azul de
bromofenol 0.05%, y SDS (10% p/v) en bafio Maria durante 10 min. Se cargaron las muestras en
un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, con 4uL de marcador de amplio espectro (Standard HMW-
Bio-Rad, 161-0309. Lote No. 310001920).

Se llevd a cabo el corrimiento electroforético por 3 0 4 h con una corriente de 30mA. Al
concluir la electroforesis, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa
en una camara semiseca (Semi-dry transfer cell, modelo Trans-blot SD, Bio-Rad) con
amortiguador de trasferencia (25mM de tris-base, 192mM de glicina y 20% de metanol)
durante 20 min, y bajo las siguientes condiciones: 30 min a 25V y 40 min a 10V. Una vez
transferidas las proteinas a la membrana se bloqued incubandola con una solucion de PBS-
leche libre en grasa al 5% durante 2h a 37°C o durante toda la noche a 4°C. Posteriormente se
incub6 la membrana con los anticuerpos primarios monoclonales: anti PPA (1:500, Chemicon
Internacional, MAB348 lote No. 2024170) y anti a-tubulina (1:500, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
T-9026, lote No. 049K4767) por 48h a 4°C. Después de tres lavados de 5 min con PBS 1x, se
incubd la membrana en una solucién con el anticuerpo secundario (acoplado a peroxidasa) anti-
ratén IgG (1:8000 Santa Cruz Biotechnologies, sc2005, lote No. L2011) durante 2 h a
temperatura ambiente.

Después de tres lavados de 5 min cada uno, se reveld por medio de un kit de
Diaminobencidina (Vector Laboratories, SK-4100). El andlisis de expresion de las bandas se
realizd mediante densitometria éptica utilizando el programa Image J (Java); y se graficé como

porcentaje de expresion con respecto el control.
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Analisis estadistico
La prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA) de una via con comparaciones

post-hoc por prueba de Tukey fué usada para los ensayos de viabilidad. Se utilizé la prueba t de
Student no pareada para analizar los resultados del Western-blot y los ensayos de ERO. Los

graficos presentados se realizaron mediante el programa Graphpad Prism 5.
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RESULTADOS

Ensayos de viabilidad
Reducciéon de MTT: los datos de absorbancia entre las distintas condiciones experimentales, se

analizaron como diferencia porcentual respecto a los valores encontrados en la muestra del
grupo control. Los resultados muestran que en el grupo de células diferenciadas, tratadas
durante 24 h con BSO, hubo una disminucion significativa de la actividad mitocondrial respecto
al control, esta disminucién fue de alrededor del 10% en los tratamientos de 200uM de BSO y
del 20% en la concentracién de 400uM (Figura 3). En los demds grupos experimentales no se

observo esta tendencia a disminuir la actividad mitocondrial.

Ensayo de actividad mitocondrial después de tratamiento con BSO
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Figura 3. Actividad mitocondrial posterior al tratamiento de BSO. La viabilidad de células diferenciadas expuestas a
BSO (200 uM y 400 uM) durante 24 h es afectada significativamente respecto al control (A). Este efecto no se observé
con 48h de exposicion al BSO en células diferenciadas (B), ni tampoco en los tratamientos de 24 y 48 h (Cy D) en
células indiferenciadas. Los valores representan la media el error experimental de 7-10 experimentos
independientes con determinaciones por cuadriplicado. *P<0.05, **P<0.001, por ANOVA de una via, respecto a la
condicidn control.
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Exclusion de azul de tripano: Se evaluaron los datos por porcentajes, aunque fueron graficados
unicamente los datos porcentuales de células vivas encontradas en los grupos experimentales
con respecto a los controles. En el analisis del grafico se observa que los cuatro grupos
experimentales presentaron un menor porcentaje de viabilidad con respecto al encontrado en

los controles, diferencia que fue de alrededor del 20% a la concentraciéon de 400uM de BSO

(Figura 4).
Ensayo de exclusidn con azul de tripano, después de tratamiento con BSO
Celulas Vivas Diferenciadas 24h BSO Células Vivas Diferenciadas 48h BSO
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Figura 4. Porcentaje de viabilidad posterior a tratamiento con BSO. La exposicion de las células diferenciadas (A) e
indiferenciadas (C) a 400 uM de BSO por 24 h afecta significativamente la viabilidad celular, al disminuirla en
alrededor del 20%. La exposicién a BSO por 48 h en células diferenciadas (B), aunque disminuyd la viabilidad no lo
hizo de manera significativa. En cambio, en células indiferenciadas la exposicion a BSO 400 uM por 48 h si
disminuy6 significativamente la viabilidad celular (D). Los datos representan la media + el error experimental de 5-
11 experimentos independientes con determinaciones por cuadruplicado. *P<0.05 por ANOVA de una via, respecto
a la condicién control.
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Analisis de la morfologia celular
Ademas, de la disminucidén en la viabilidad celular, se caracterizaron las alteraciones

morfoldgicas de las células bajo las diferentes condiciones experimentales.

Al analizar la morfologia celular se observé que el tratamiento con 400uM de BSO
produjo alteraciones notorias tanto en los cultivos de células diferenciadas como en las
indiferenciadas, las cuales se manifestaron mds claramente al aumentar el tiempo de
exposicion al BSO (Figuras 5y 6). También se observé que las alteraciones morfoldgicas fueron
mas evidentes en las células diferenciadas, donde la proporcion de células alteradas
morfolégicamente fue mayor. La forma alargada y la presencia de numerosos procesos que
presentan las células diferenciadas en el grupo control, contrastaron evidentemente con la
morfologia de las células tratadas con BSO, las cuales presentaron una forma
predominantemente redondeada (flecha) o en algunos casos, colapsada (cabeza de flecha)
(Figura 5). Las células indiferenciadas expuestas a 400 uM de BSO, también perdieron la forma
de huso tomando la forma redondeada (Figura 6); sin embargo, las alteraciones fueron menos

significativas en este tipo de células que en las que fueron diferenciadas.

Para evaluar si los cultivos de células de neuroblastoma MSN presentaban alguna
tolerancia al BSO se utilizé ademds, en una concentracién de 800uM (Figura 7), la cual indujo
alteraciones morfoldgicas altamente significativas en células diferenciadas e indiferenciadas,
pudo notarse una alteracidon critica de los cultivos a 800uM de BSO con 24 h de exposicion
(notandose un gran numero de células redondeadas y la pérdida de procesos neuriticos), este
efecto fue aln mas evidente al aumentar el tiempo de exposicion a 48 h, lo que ocasioné el
colapso de un gran nimero de células. En estas condiciones, nuevamente se observd que las
alteraciones morfolégicas ocasionadas por el BSO fueron mayores en las células diferenciadas,

gue en las células indiferenciadas.
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Figura 5. Alteraciones morfoldgicas producidas por 400 uM de BSO en células de MSN diferenciadas.
Ay C: Control, B: exposicion a BSO por 24 h y D: exposicién a BSO por 48 h. El tratamiento con BSO
400 puM indujo alteraciones morfoldgicas que fueron evidentes al prolongar el tiempo de exposicién.
Las flechas indican células redondeadas, y las cabezas de flecha las células encogidas o colapsadas.
Barra de calibracion 40 um.

Figura 6. Alteraciones morfolégicas producidas por 400 uM de BSO en células de MSN
indiferenciadas. A y C: Control, B: exposicion a BSO por 24 h y D: exposicion a BSO por 48 h. El
tratamiento con BSO 400 uM indujo alteraciones morfoldgicas que fueron mdas pronunciadas al
prolongar el tiempo de exposicidn. Las flechas negras indican células redondeadas, y las cabezas de
flecha las células encogidas o colapsadas. Sin embargo, dichas alteraciones son menos evidentes que
en células diferenciadas. Barra de calibracion 40um.
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Figura 7. Alteraciones morfoldgicas producidas por 800 UM de BSO en células de MSN diferenciadas
e indiferenciadas. D24: diferenciadas expuestas por 24 h; D48: diferenciadas expuestas por 48 h; 124:
indiferenciadas expuestas por 24 h; e 148: indiferenciadas expuestas por 48 h. El tratamiento con BSO
800uM indujo alteraciones morfolégicas que fueron mas pronunciadas al prolongar el tiempo se
exposicion. En las células diferenciadas se observé un efecto mas evidente, con un gran niumero de
células redondeadas (flechas) y colapsadas (cabezas de flecha) comparado con las células
indiferenciadas, donde la morfologia se modificd en menor proporciéon. Barra de calibraciéon 40 pm.
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Expresion de la proteina precursora del amiloide
La expresion de la PPA fue evaluada por western-blot en tres fracciones (medio,

fraccion soluble y fraccion membranal), utilizando un anticuerpo anti-PPA N-terminal, el cual
reconoce los tres diferentes tipos de PPA: la PPA soluble (120kDa), la PPA madura (130kDa) y la
PPA inmadura (110kDa). Este analisis se llevé a cabo con los tratamientos de BSO a 400uM, ya
gue ésta concentracion fue usada en unproyecto previo del grupo de trabajo,y se reporté que
inducia un aumento significativo en la generacién de ERO, sin afectar la viabilidad de los

cultivos de neuroblastoma (Ramos-Sanchez, 2010).

Al analizar la expresién protéica de PPA, no se observaron cambios significativos en el
nivel de expresidon en ninguna de las fracciones analizadas con respecto al control, en ningun
grupo experimental evaluado, ni en los cultivos de células diferenciadas ni en las
indeferenciadas, a la concentracién de 400uM de BSO (Figuras 8-11).En la fraccién membranal
no se logrdé detectar expresion para PPA en ninguna de las muestras de las diferentes

condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 8: Expresion de PPA soluble en el medio de células MSN diferenciadas. Western blot de células
MSN diferenciadas, expuestas a BSO 400uM durante 24 h y 48 h, muestran a la PPA soluble (120 kDa). La
expresion de PPA no mostré cambios en los periodos de exposicion. Los datos representan la media + el
error experimental de la media de tres experimentos independientes. T-Student no pareada.
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Figura 9. Expresion de PPA en fraccion soluble de células MSN diferenciadas.Western blot de
células MSN diferenciadas, expuestas a BSO 400uM durante 24 h y 48 h, muestran a la PPA madura
(130kDa), PPA soluble (120 kDa) y PPA inmadura (110 kDa). La expresion de PPA no mostré cambios
en los periodos de exposicion, excepto en la PPA soluble a 48 h de tratamiento, con un incremento
de 10%. Los datos representan la media + el error experimental de la media de tres experimentos
independientes. *P<0.05 por T-Student no pareada, respecto al control.
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Figura 10: Expresion de PPA en el medio de células MSN indiferenciadas.Western blot de células
MSN indiferenciadas, expuestas a BSO 400uM durante 24 h y 48 h, muestran a la PPA soluble (120
kDa) y PPA inmadura (110 kDa). La expresion de PPA no mostré cambios en los periodos de
exposicién. Los datos representan la media * el error experimental de la media de tres experimentos
independientes. T-Student no pareada.
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Figura 11. Expresion de PPAen fraccion soluble de células MSN indiferenciadas.Western blot de
células MSN indiferenciadas, expuestas a BSO 400uM durante 24 hy 48 h, muestran a la PPA madura
(130kDa), PPA soluble (120 kDa) y PPA inmadura (110 kDa). La expresion de PPA no mostré cambios
en los periodos de exposicidn. Los datos representan la media * el error experimental de la media de
tres experimentos independientes. T-Student no pareada.
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Analisis de especies reactivas de oxigeno
Al analizar los resultados de los ensayos de Dihidrorodamina 123 se demuestra que en

los distintos tratamientos con BSO evaluados en este trabajo, tanto en células diferenciadas
como en aquellas que no se les indujo la diferenciacion, no se registran cambios significativos
en los niveles de ERO, al compararlas con los registrados en los grupos control respectivos
(Figura 12); con excepcion de las células indiferenciadas con 48h de exposicién al BSO en donde
se observo una disminucidn estadisticamente significativa (de alrededor del 20%) en los niveles

de ERO, respecto al control.
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Figura 12. Analisis de ERO en tratamientos de BSO 400uM en células de neuroblastoma
MSN. La produccion de ERO no se incrementd en tratamientos agudos de BSO a una
concentracién de 400uM, tanto en células diferenciadas como indiferenciadas en los
periodos de 24 y 48 h de exposicion. Un decremento significativo de ERO se observd en
células indiferenciadas con 48 h de tratamiento. *=P<0.05, error estandar. Tres
experimentos independientes por triplicado. Prueba t-Student no pareada.
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudié la relacidn entre el estrés oxidante y la alteracién en la
expresion de la PPA utilizando un modelo in vitro en el cual se induce el incremento de la
produccién de ERO por medio de la inhibicidn de la sintesis del GSH, mediante la co-incubacién

con inhibidor BSO (Marengo et al., 2007).

Para valorar si el tratamiento con BSO induce dafio se evalud la sobrevivencia celular
utilizando dos pruebas, las cuales permiten identificar dos mecanismos diferentes asociados al
proceso de dafio: el ensayo con MTT permite identificar la pérdida de la actividad mitocondrial,
mientras que la incorporacion de azul de tripano evalla la pérdida de la integridad de la
membrana celular. Los resultados muestran de manera general, que el BSO induce cambios en
la permeabilidad de la membrana plasmatica lo que permite la incorporacion de azul de tripano
en células no viables para todas las condiciones experimentales probadas, particularmente
cuando se utilizé a la dosis de 400uM de BSO. Por otro lado, los resultados del ensayo de
actividad mitocondrial no muestran diferencias significativas, a excepcién de la condiciéon en la
que las células de neuroblastoma MSN diferenciadas expuestas a BSO por 24h a 400uM
disminuyeron significativamente su capacidad de reducir al MTT. Estos resultados permiten
sugerir que los tiempos de exposicion al BSO empleados en este trabajo, inducen
particularmente cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica, y que para observar
efectos significativos sobre la actividad mitocondrial probablemente sea requerido un tiempo
mayor de exposicidn al BSO. En este sentido, se ha demostrado que la membrana celular se ve
notoriamente afectada por el estrés oxidante en eventos neurodegenerativos (Yadav y Tiwari,
2014), al modificar la conformacién de los esfingolipidos. Por otra parte, la oxidacién
mitocondrial puede inducir mecanismos moleculares de proteccidén en respuesta a estrés como
la activacion de algunos mecanismos antioxidantes como la Hemo-oxigenasa-1 (HO1), lo que

previene alteraciones de la respiracion celular (Bansal et al., 2013). Estos reportes podrian
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explicar la divergencia observada en los resultados entre las dos pruebas de viabilidad celular
gque se utilizaron en este trabajo. Aunque evidentemente, la viabilidad celular se ve
comprometida en la condicidn de exposicion a 400 uM de BSO (por 24 y 48 h), ya que al
disminuir los niveles de GSH el desequilibrio REDOX podria modificar diversos procesos
celulares, tales como la regulacidon de la apoptosis, la sintesis de ADN y de proteinas, entre

otras (Wu et al., 2004).

Otra posibilidad que podria explicar las diferencias entre las pruebas de viabilidad
utilizadas, es que la reducciéon del compuesto MTT (llevada a cabo por reductasas
mitocondriales) (Slater et al., 1963) podria elevarse por accién de las ERO. Esto ocasionaria que
aunque la actividad mitocondrial se vea afectada en las células tratadas, se genere un falso
positivo por la accion de las ERO que se producen por el tratamiento con BSO, lo que nos

impediria observar diferencias significativas entre grupos y tratamientos.

Los datos anteriores y el andlisis morfolégico de las células de neuroblastoma MSN,
demuestran que en todas las condiciones experimentales el tratamiento con BSO induce dafno
celular, que se relaciond con alteraciones morfolégicas severas, tanto en las células
diferenciadas como en las indiferenciadas, al incrementar el tiempo de exposicidon y la
concentracion del BSO (Figuras 5-7). En este sentido, los resultados sugieren que a nivel de las
modificaciones de la morfologia celular, las células de neuroblastoma MSN fueron mas
sensibles al tratamiento con BSO en su estado diferenciado. Los cambios en la permeabilidad
de la membrana observados mediante la incorporacién de azul de tripano podrian estar
asociados a los cambios observados a nivel de la morfologia celular, ya que se ha reportado que
el estrés oxidante puede afectar significativamente la conformacién de la membrana (Mason et
al., 1997; Freikman et al., 2008), lo que se relaciona con lo observado en este trabajo, donde las
células de neuroblastoma MSN, tanto diferenciadas como indiferenciadas, modifican
significativamente su morfologia celular como respuesta a los tratamientos con BSO, al
transformarse de células de morfologia prismatica y expandida, a células redondeadas de

menor tamano.
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Es necesario realizar mas estudios para determinar el curso temporal del dafio inducido
por BSO, asi como determinar si dicho dafo es definitivamente causado por el estrés oxidante
gue induce la disminucién en la concentracion de GSH, para de esta forma determinar si la
linea MSN de neuroblastoma puede utilizarse como modelo para valorar los cambios
estructurales y moleculares causados por el desbalance REDOX. En este sentido, estudios
previos de nuestro grupo de trabajo (Ramos-Sanchez, 2010), demostraron que al tratar con BSO
a células de neuroblastoma MSN, en concentraciones de 20, 50y 100uM, hasta por 120h, se
elevan significativamente los niveles de ERO, pero estas elevaciones no afectaron
significativamente la viabilidad celular. En nuestros resultados, si hubo afectaciones en la
morfologia y viabilidad celulares, pero no se lograron determinar cambios en los niveles de
ERO. Por lo anterior, se propone que seria importante utilizar otras pruebas de deteccién de

ERO.

Por otro lado, se ha observado que algunas lineas celulares de neuroblastoma bajo
ciertas condiciones experimentales, muestran resistencia a BSO, aun al utilizarlo en una
concentracion de 1mM y por exposiciones de 24, 48 y 72 h (Marengo et al., 2007; Furfaro et al,
2012).Esto sugeriria, que la linea MSN de neuroblastoma podria desarrollar tolerancia al
farmaco. Por lo anterior, se decidié evaluar el efecto del BSO a la concentracién de 800 uM, que
indujo tanto en células diferenciadas como indiferenciadas de neuroblastoma MSN,
alteraciones morfoldgicas severas en cualquiera de los dos tiempos de aplicacién evaluados
(Figura 7). Este resultado permitiria sugerir que bajo las condiciones experimentales probadas
en este trabajo las células de la linea de neuroblastoma MSN no presentaron resistencia

demostrable al BSO.

Numerosos estudios han vinculado al estrés oxidante con la PPA, tanto a nivel del
metabolismo, como en los cambios de expresidn de la proteina misma. Asi, el estrés oxidante
se ha relacionado directamente con el desarrollo de procesos amiloidogénicos (Sayre et al.,
2001; Practico, 2008; Mouton-Liger et al., 2012). Trabajos de Tamagno et al. (2008), utilizando
cultivos de neuroblastoma demostraron una influencia directa del estrés oxidante sobre la

expresion de BACE1 y la actividad de y-secretasa. También se ha probado la correlacion entre el
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aumento de expresion de BACE1 y la lipoperoxidacion en tejidos de pacientes con EA (Borghi et
al., 2007). Algunos trabajos mdas (Shen et al., 2008; Quiroz-Baez et al., 2009), han expuesto que
el estrés oxidante puede disminuir la expresién de PPA y aumentar la produccion de BAs; en
cultivos de neuroblastoma tratados con distintos agentes pro-oxidantes (peréxido de
hidrégeno, cloruro ferroso, cafeina, etc.). Sin embrago, en las condiciones experimentales del
presente trabajo, utilizando la linea de neuroblastoma MSN e induciendo estrés oxidante con
un tratamiento de BSO, no se logré demostrar cambios estadisticamente significativos en la

expresion de PPA, en ninguna de las condiciones analizadas (Figuras 8-11).

Por ultimo, en los resultados de este trabajo se observd que las células indiferenciadas
tratadas con BSO 400uM pueden disminuir los niveles de ERO al transcurrir 48h de exposicion
al BSO (Figura 12). Esto podria relacionarse con el estudio de Furfaro et al. (2012), que al utilizar
la linea GI-ME-N de neuroblastoma tratada con BSO, reporté la activacién de una via
antioxidante de sefializacién inducida por estrés oxidante que modula la actividad de un factor
de transcripcion, el “Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2” (Nrf2) y la enzima HO1. Se ha
propuesto que este mecanismo antioxidante podria estar sobreactivado en las células de

neuroblastoma, lo que posibilitaria la resistencia a distintos tipos de farmacos.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo evidencian un proceso de dafio
celular, por lo menos a nivel de la permeabilidad de la membrana plasmatica y de la
morfologia de las células de neuroblastoma tratadas con BSO, utilizado como un inhibidor de

la produccion de GSH para inducir daiio oxidante.
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CONCLUSIONES

[ 2

La exposicidon de las células de neuroblastoma MSN, diferenciadas e indiferenciadas, a
BSO 400 uM por 24 y 48 h induce dafio celular, asociado a cambios en la integridad de Ia
membrana plasmatica y a alteraciones en la morfologia celular, los cuales no pudieron
asociarse a alteraciones en la funcion mitocondrial, a aumentos en los niveles de ERO o

a cambios en el nivel de expresién de PPA.

En general, de acuerdo con los resultados obtenidos, se sugiere que las células
diferenciadas de neuroblastoma MSN son mas susceptible al dafio que induce el BSO,

bajo el esquema de experimentacion empleado en este trabajo.
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PERSPECTIVAS

A pesar de que en un trabajo de tesis previo (Ramos-Sanchez, 2010) se sefialé que la
concentracion de BSO de 400uM era dptima para incrementar los niveles de ERO en los
cultivos celulares de neuroblastoma MSN, los resultados del presente trabajo hacen
necesario revalorar curvas dosis-respuesta al BSO en relacién con la generacion de ERO,
asi como cursos temporales, para de esta forma determinar la dosis efectiva del
inhibidor BSO y el tiempo al cual promueve el estrés oxidante en la linea MSN, sin
afectar la viabilidad de los cultivos, lo que permitira valorar los cambios moleculares que
determinan la expresion de marcadores relacionados con la EA, como la expresion de

PPA.

El ensayo de deteccién de ERO, por medio de la Dihidrorodamina 123, ha demostrado
no percibir la accién de algunas moléculas reactivas, como el anién superdxido
(Henderson y Chapell, 1993), por tal motivo es necesario explorar pruebas alternas que
determinen el incremento de ERO mediado por BSO. La lipoperoxidacion (por analisis de
moléculas como 4-hidroxinonenal o malondialdheido), la oxidacién de proteinas (por
incremento de carbonilos), entre otras pruebas, pueden demostrar la accion de ERO, y
probar asi si la linea MSN de neuroblastoma posibilita el estudio de algunas

caracteristicas fisioldgicas de la EA.

Dado que en el presente trabajo no se detectaron elevaciones en la generacién de ERO
es importante analizar las posibles causas que impidieran su acumulacién. Por tal
motivo es necesario determinar si realmente los niveles de GSH disminuyen por el

tratamiento con BSO en las células de la linea MSN de neuroblastoma.

Finalmente, seria importante determinar si cascadas de sefalizacion anti-estrés

oxidante, como la via HO-1/Nrf-2 (Furfaro et al., 2012) o el incremento de SOD
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(Marengo et al., 2007) se activan en las células de neuroblastoma MSN en respuesta al

tratamiento con BSO.
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