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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA), es un desorden neurodegenerativo progresivo,
caracterizado por la pérdida de neuronas y déficit cognitivo. Estudios recientes han
reportado que la respuesta inflamatoria mediada por células inmunes, juega un papel
central en la progresion de la EA. La microglia son células inmunes muy dinamicas que
juegan un papel importante en el desarrollo, la homeostasis y en la repuesta inflamatoria
en el Sistema Nervioso Central. Por otro lado, existe evidencia de la sobre-activacion de
las células de la microglia en la EA, en este estado la microglia libera mediadores
inflamatorios como: citocinas, quimiocinas, especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) entre
otros, que inducen una respuesta neuroinflamatoria y por consiguiente promueven la
patogénesis de la EA. Por lo que se ha propuesto como estrategia terapéutica el uso de
principios activos con propiedades anti-inflamatorias que ayuden a inhibir la activacion
de las células de la microglia, y pueda ayudar a atenuar el desarrollo de la EA. En el
presente trabajo nos centramos en evaluar el efecto anti-inflamatorio del extracto
hidroalcohdlico de Malva parviflora (EHA M. parviflora) sobre células de la microglia de
ratén. Las células de la microglia fueron obtenidas a partir de dos cepas de ratdon
diferentes, CD1 tipo-silvestre y el modelo de la EA 5xFAD. En este trabajo se demostré
que el EHA M. parviflora posee una propiedad inmunomoduladora, ya que disminuye
significativamente la activacion de NF-kB y AP-1 en macrofagos estimulados con LPS.
También observamos su efecto anti-inflamatorio del EHA M. parviflora en células de la
microglia de ratones neonatos, al disminuir el fenotipo ameboide que esta asociado a su
“activacion” cuando son tratadas con LPS. Adicionalmente el EHA M. parviflora disminuye
los niveles del marcador pro-inflamatorio CD86 en células de la microglia en ratones
5xFAD. Adicionalmente, el EHA M. parviflora induce significativamente la capacidad
fagocitica de células de la microglia lo cual correlaciona con una disminucién en la

deposicion del péptido B-amiloide (BA) en corteza de ratones 5xFAD.

Palabras clave: Microglia, Inflamacién, Fagocitosis, Enfermedad de Alzheimer, Malva
parviflora,



l. Introduccion

.1 Respuesta Inmune en el Sistema Nervioso Central

El Sistema Inmune (SI), es el sistema encargado de proteger al organismo de invasores
nocivos, toxicos y sustancias quimicas que se encuentran en el ambiente, también
participa en la eliminacién de restos celulares y patdgenos. Mientras, que el Sistema
Nervioso Central (SNC), es el sistema mas complejo del cuerpo y esta formado de
tejidos, dérganos y diferentes tipos de células, que secretan moléculas que permite
interactuar de manera dinamica y compleja con el sistema inmune, esta interaccién entre

el Sly el SNC, permite proporcionar una defensa especifica al cerebro (Blaylock, 2013).

La inflamacion es una respuesta protectora, y puede ser iniciada por una infeccion de
un patégeno (Akira et al., 2006) o algun tipo de dafio como lesion, trauma o disfuncion
celular (Chen y Nufez, 2010). Las células inmunes involucradas en la respuesta
inflamatoria son los macréfagos y las células dendriticas, y tienen en su superficie
receptores de reconocimiento a patrones (PRRs, por sus siglas en inglés), estos
receptores son responsables de detectar la presencia de patégenos a través del
reconocimiento de estructuras conservadas entre especies de patdgenos, que se
denominan patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en
ingles). Por otra parte, existe evidencia que los PRRs también reconocen moléculas
enddgenas que son liberadas por células dafadas, esto a través de patrones
moleculares asociados al dafo (DAMPs, por sus siglas en inglés) (Takeuchi y Akira,
2010).

Los PRRs, son responsables de regular el proceso inflamatorio y han sido clasificados
en cuatro familias que incluyen: receptores transmenbranales tipo Toll-like (TLRs, por sus
siglas en inglés) y receptores de lectina tipo C (CLRs, por sus siglas en ingles), asi como
receptores citoplasmaticos como receptores NOD-like (NLRs, por sus siglas en inglés) y

receptores del gen inducible por acido retinoico RIG-i-like (RLRs, por sus siglas en inglés)

En ambas situaciones: infeccién o dano, los PRRs son los encargados de iniciar la
cascada de sefializacion intracelular que conducen a la activacion de factores de

transcripcion como: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de células



B (NF-kB, por sus siglas en inglés) e inicia la expresion de citocinas pro-inflamatorios
como interleucina 6 (IL-6) y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), que coordinan la
eliminacién de los patogenos e inician la reparacion del tejido dafiado. Por ejemplo el
receptor TLR4 reconoce ligandos como lipopalisacaridos (LPS), que forman parte de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. El receptor TLR4 recluta a proteinas
adaptadoras que contienen dominios TIR, como el factor de diferenciacion mieloide 88
(MyD88), posteriormente se forma un complejo con IRAKs, TRAF6 y IRF-5,
posteriormente se activa el complejo TAK1 lo que provoca la fosforilacion de NEMO y la
activacion del complejo IKK. Finalmente NF-kB se transloca al nucleo e inicia la expresion
de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 y TNF-a. Adicionalmente, TAK1 también activa
a proteinas quinasas activadas por mitdégeno (MAPKSs, por sus siglas en ingles), y
finalmente las MAPKs activan al factor de transcripcién proteina activadora 1 (AP-1, por
sus siglas en inglés), que también induce la expresion de citocinas como IL-1 y TNF-q,
lo que promueve la eliminacion del patdgeno y las células infectadas (Akira et al., 2006;
Takeuchi y Akira, 2010). Durante muchas décadas se considerado al cerebro como un
tejido inmuno-privilegiado, donde solo se podria producir inflamacion a través de una
infeccion directa o después de la ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE), y la
posterior infiltracion de células inmunes periféricas (Heneka et al., 2014). Se sabe que
neuronas, células endoteliales, astrocitos, oligodendrocitos y microglia (MG) expresan
en su superficie PRRs, lo que permite que estas células estén involucradas en la

respuesta inflamatoria en el cerebro.

La Neuroinflamacion es una respuesta inmune en el sistema nervioso central (SNC),
contra estimulos perjudiciales como patdgenos, niveles de estrés cronico, restos
celulares (Singhal et al., 2014). Los PRRs, son expresados principalmente por células

gliales como microglia, astrocitos y oligodendrocitos.

En los ultimos afios se ha propuesto que proteinas mal plegadas como el péptido beta
amiloide (BA), alfa sinucleina (aS) y huntingtina mutante (HTT), pueden ser reconocidas
por DAMPs y desencadenar una respuesta inflamatoria (Heneka et al., 2014). Por
ejemplo, las proteinas anteriormente mencionadas provocan la activacion de receptores

NLRs, que conduce al ensamblaje de un complejo proteico llamado inflamasoma y por



consiguiente la activacion de caspasa 1 y la liberacion de interleucina 1 beta (IL-1B)
(Franchi et al., 2009).

Especificamente en la microglia el receptor NLRP3 es activado por el péptido BA, su
activacion provoca el reclutamiento de una proteina adaptadora ASC, que contiene el
dominio CARD para la activacion de caspasa 1 y esto lleva a la maduracion y liberacién
IL-1B e interleucina 18 (IL-18) (Halle et al., 2008; Singhal et al., 2014), provocando la
repuesta inflamatoria en el cerebro. En los ultimos afos, se ha reportado que la
neuroinflamacion es un factor importante en varias enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson (Hirsch et al., 2012), Huntington (Mdller, 2010),
Esclerosis multiple (Frohman et al.,, 2006) y la Enfermedad de Alzheimer (EA)

(Hoozemans et al., 2006).

Las células de la microglia representan el principal tipo de células inmunes en el cerebro
y son las células principales que contribuyen a la neuroinflamacién en la EA (Heneka et
al., 2014, 2015a). Por lo anterior, este trabajo se centré en su importancia en el proceso

inflamatorio de la EA.

A continuacion, se describira que son las células de la microglia, su diversidad, asi como

su importancia y su contribucion en la neuroinflamacién en la EA.

1.2 Microglia

Las células de la microglia son células inmunes que residen en el SNC constituyen
aproximadamente entre el 5-20% del total de células gliales en roedores pero este
porcentaje puede variar de acuerdo a la region del cerebro (Lawson et al., 1990). Durante
el desarrollo embrionario del raton en el dia ocho (E8), en el saco vitelino se originan
células precursoras eritomieloides que daran origen a la microglia, posteriormente se
infiltran al cerebro en el E10 (Kierdorf et al., 2013) y se establecen en el cerebro en el
E12.

Las células de la microglia tienen importantes funciones en la regulacion de la respuesta
inmune (Hanisch y Kettenmann, 2007) y en la homeostasis (Streit, 2002). Como célula

inmune la microglia cumple diversas funciones dentro de las cuales destacan: la



presentacion de antigeno, fagocitosis, quimiotaxis y la produccién de citocinas (Michell-
Robinson et al., 2015; Nayak et al., 2014; Takahashi et al., 2005). Las células de la
microglia, también cumplen con funciones relacionadas al mantenimiento y la
remodelacion de la sinapsis, a través de un proceso llamado poda sinaptica: que consiste
en eliminar las conexiones sinapticas menos utilizadas y reforzar y mantener las mas
usadas (Hong et al., 2016; Paolicelli et al., 2011), esto a través de la activacion de
componentes del complemento (Cq1-C3). Se ha reportado que C1q y C3 se encuentran
localizadas en sinapsis inmaduras (Stevens et al., 2007). Adicionalmente, un estudio
demostré que la microglia fagocita las entradas presinapticas y que esto depende de la
actividad neuronal y la via de sefalizacion especifica del receptor 3 del complemento
CR3y C3 (Schafer et al., 2012).

En el cerebro adulto sano, la microglia exhibe una morfologia “Ramificada” con un soma
pequefio y finos procesos celulares, estd morfologia se ha asociado a un estado de
“‘Reposo” y se puede estar determinado por niveles bajos de varias moléculas como: el
complejo de histocompatibilidad MHC de clase I, moléculas co-estimuladoras CD80,
CD86 y CD40 (Ponomarev et al., 2005). Sin embargo, existen estudios que han
reportado que la microglia no estd en completo reposo, ya que tiene periodos
intermitentes de alta motilidad que estan intercalados con pausas estaticas, permitiendo
asi la funcién de explorar su microambiente, por medio de la extension y retraccion de
sus extensos y numerosos procesos (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005;
Raivich, 2005).

Por otra parte, la microglia es la primera linea de defensa del cerebro y responde
rapidamente a un estimulo como por ejemplo la infiltracion de un patégeno en el interior
del cerebro. Se sabe que es “Activada” en presencia de una infeccion, trauma, isquemia,
enfermedad neurodegenerativa o en la alteracién en la actividad neuronal. El proceso de
activacién de la microglia es complejo, ya que provoca cambios rapidos y profundos en
la célula, morfolégicamente adquiere una apariencia “Ameboide”, a través de la pérdida
de sus procesos y aumento de tamarfo, ademas de provocar cambios en su expresion
génica y comportamiento funcional (Hanisch y Kettenmann, 2007; Huh et al., 2003;
Kreutzberg, 1996).
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El proceso de activacion, le permite adquirir a la microglia diversos fenotipos en
respuesta al estimulo recibido. La diversidad de fenotipos de la microglia aun sigue
siendo un debate. Sin embargo hasta este momento se han descrito diversos estados de
activacion: clasico (M1) con propiedades pro-inflamatorias y el estado de activacién anti-
inflamatorio (M2). Adicionalmente existen evidencias que el estado M2 puede dividirse
en subpoblaciones: alternativo (M2a), inmunoregulador (M2b) y desactivacion adquirida
(M2c) (Hu et al., 2015). Los diferentes estados de activacion tienen caracteristicas

fisiologicas unicas ver Figura 1.

Fe_notipo M1_ LPS A Reposo c F_e_notipo M2_
Pro-inflamatorio IFN-y anti-inflamatorio
TNF-o
BA
oS
TNF-q -
IL-1B . IL-10
L6 ®g9 * TFG-B
IL-12
NO ¢
PGE;
Eliminacion de debri via fagocitosis
Mediadores pro-inflamatorios Resolucion de la eliminacion
I_Estrés pxid_ante Liberacién de factores tréficos
Estlmulacujn inmune Inmunaregulacién
Fagocitosis Sefiales de sobrevivencia
Citotoxicidad MNeuroproteccion

MNeurodegeneracion

Figura 1.-Diversidad de fenotipos de la microglia

A) Microglia en reposo. B) Fenotipo pro-inflamatorio. C) Fenotipo anti-inflamatorio. Tomada y modificada de (Michell-
Robinson et al., 2015).

El estado de activacion clasico, es inducido por compuestos microbianos como
lipopolisacarido (LPS) (Mosser, 2003) o citocinas pro-inflamatorias como Interferén-
gamma (INF-y) (Schmid et al., 2009), TNFa (Takeuchi et al., 2006), IL1-B (Meireles et al.,
2016), también se ha reportado que proteinas mal plegadas como el péptido BA y o-
sinucleina inducen la activacidon de células de la microglia (Codolo et al., 2013; Zhang et
al., 2005). El estado de activacion M1, se caracteriza por la activacién de vias de

sefalizacion involucradas en la respuesta inflamatoria como proteinas MAPK's,
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(ERK1/2, p38, JNK) y factores de transcripcion como AP-1 y NF-kB (Lee et al., 2003;
Park et al., 2012). La activacion de estas vias de sefalizacion, conduce a la expresion y
liberacion de diversos mediadores pro-inflamatorio como iNOS, COX2, MCP1,TNF-a, IL-
18, NO, PGE, IL-6, IL-12 (Kim et al., 2016; Lee et al., 2003; Park et al., 2012; Zheng et
al., 2008). Se ha reportado que la liberacion de estos mediadores pro-inflamatorios
pueden ser neurotoxicos, esto a través de provocar la muerte de neuronas (Kim et al.,
2016; Lee et al., 2003; Park et al., 2012; Zheng et al., 2008).

Por el contrario, el estado M2 esta asociado a la neuroproteccion del SNC, ya que
expresa citocinas y receptores que participan en la inhibicion de la inflamacion, la
restauracion de la homeostasis y en la capacidad fagocitica de células de la microglia
(Cherry et al., 2014). Por ejemplo, IL-4 e IL-13 inducen un fenotipo M2a (Freilich et al.,
2013; Lyons et al., 2007). Estudios previos demostraron que IL-4 actia a través del
receptor de IL-4 (IL-4R) en macréfagos y puede promover la polarizaciéon a un fenotipo
M2, a través de incrementar la expresion de Arginasa 1 (ARG 1) (Taylor et al., 2005).
Otro estudio en cultivos primarios de microglia, demostré que IL-4R induce la expresion
de diferentes genes anti-inflamatorios como CD163, CD204 y CD206, adicionalmente se
observo que el estimulo con IL-4R, incremento la fagocitosis de neuronas apoptoticas,
y se correlaciona con un aumento en la expresion de receptores que participan en el
proceso de fagocitosis como PPARYy y el receptor scavanger CD36 (Zhao et al., 2015).
Otros marcadores que se han descrito para el fenotipo M2a son YM1 y FIZZ 1 (Chhor et
al., 2013; Freilich et al., 2013), estos marcadores estan involucrados en la reparacion del

tejido, esto a través de la sanacion de heridas (Colton y Wilcock, 2010).

Mientras el fenotipo M2c es inducido por IL-10 y TGF-B (Elenkov y Chrousos, 2002). En
un estudio con cultivos primarios de microglia y macrofagos, se demostré que el estimulo
con IL-10 inhibe la expresion de CD40 vy la activacion del traductor de senal y activador
de la transcripcion-1 (STAT1, por sus siglas en inglés), adicionalmente se demostré que
la inhibicion de CD40 y STAT1 es a través de aumentar la expresién del supresor de la
sefializacion por citocinas-3 (SOCS3, por sus sigla en inglés) (Qin et al., 2006). Otras
moléculas que se han descrito para el estado de activacion M2c son receptores
scavenger tipo Ay B, CD14 y CCR2 (Mantovani et al., 2004). EIl fenotipo M2b es el
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menos estudiado, pero en macréfagos se sabe que puede ser inducido por la exposiciéon
de complejos inmunes como LPS o antagonistas de receptores TLRs y el receptor de IL-
1 (IL-1R) (Mantovani et al., 2004) y se caracteriza por un incremento en los niveles de
IL-10 y bajos niveles de IL-12 (Mosser, 2003). También se ha observado que en cultivos
primarios de microglia estimuladas con LPS, se incrementa la expresién de marcadores
M2b como IL-1R e IL-10 (Chhor et al., 2013).

Varios estudios, han observado que la microglia es activada por el péptido BA en la EA
(Ghosh et al., 2013; Liu et al., 2012; Panicker et al., 2015; Vargas et al., 2005).
Adicionalmente, se sabe que esta activacion promueve la liberacion de mediadores pro-
inflamatorios que promueven la muerte de neuronas, por consiguiente esta respuesta

inflamatoria exacerba la EA.

1.3 Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer es la causa principal de demencia mas prevalente en todo
el mundo (Querfurth y LaFerla, 2010). La asociacion Internacional de la Enfermedad de
Alzheimer, pronostico que en el 2015 habia 46.8 millones de personas con demencia en
todo el mundo. Este numero se duplicara en 20 afios en paises subdesarrollados, debido
a un incremento en la esperanza de vida, llegando a 74.7 millones en el 2030y 131. 5

millones en el 2050.

La EA se caracteriza por la disminucion progresiva de la funcion cognitiva (Minati et al.,
2009), provocada por dos marcas histopatoldgicas: la formacion de placas seniles, cuyo
componente proteico es el péptido BA en su forma insoluble y la deposicidon de ovillos
neurofibrilares en el interior de las neuronas, que son acumulos de proteina Tau
hiperfosforilada (Busciglio et al., 1995; Hardy y Allsop, 1991).También se ha reportado
que el péptido BA provoca la activacion de células de la microglia (Holtzman et al., 2011),
y por consiguete provoca una repuesta neuroinflamatoria a través de la liberacion de

citocinas pro-inflamatorias como IL-13, TNF-a e IL-6 (Marcello et al., 2008).

El péptido BA es generado a partir del procesamiento proteolitico de la proteina

precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés). La APP es una proteina
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transmembranal y se ha sugerido que podria participar como regulador de la sinapsis
y plasticidad neuronal (Priller et al., 2006; Turner et al., 2003). Existen dos vias para el
procesamiento proteolitico de la APP. La primera es la via no amiloidogénica, en la cual
participan las proteasas a y y secretasa. En esta via la APP es cortada por la a-secretasa
generando un fragmento sAPPa. Un segundo fragmento generado por esta via es el C-
terminal de 83 residuos, el cual se ha denominado como C83, este fragmento pertenece
unido a la membrana y posteriormente es procesado por la y-secretasa, dando lugar a
los péptidos AICD y p3, ambos son solubles y no forman agregados. La via
amiloidogénica es regulada por la actividad de B-secretasa, la cual realiza el primer corte
dando lugar a un fragmento sAPP. El segundo fragmento C-terminal de 99 aminoacidos
es procesado por la accion de la y-secretasa originando los péptidos BA de 40 (BA40) y
42 (BA42) aminoacidos (Steiner et al., 2000; Suh y Checler, 2002). Los péptidos BA42
son los menos solubles, forman oligdmeros vy fibrillas con ellos mismos o con otros

péptidos y proteinas forman las placas seniles (Haass y Selkoe, 2007).

La Enfermedad de Alzheimer de tipo Familiar, se debe especificamente a mutaciones
genéticas en tres de los genes involucrados en el procesamiento del péptido BA. Estas
mutaciones involucran al gen de la proteina APP y los genes de las proteinas presenelina
1 (PS1) y presenelina 2 (PS2) (Bertram et al., 2010; Lynn M. Bekris, Chang-En Yu,
Thomas D. Bird, 2010). Se sabe que las personas que heredan la mutacién en laAPP o
en la PS1, estan garantizadas a desarrollar la EA, mientras que aquellos que heredaron
la mutacion en PS2, tienen un 95% de probabilidad para desarrollar la EA. Las personas
que tienen cualquiera de estas tres mutaciones tienden a desarrollar los sintomas de la
EA antes de los 65 afios y en algunos casos a los 30 afnos, es decir desarrollan Alzheimer
temprano. Pero la mayoria de los individuos desarrollan la enfermedad de aparicion

tardia que ocurre a los 65 afios de edad o mas tarde (Association Alzheimer’s, 2015).

Sin embargo, aproximadamente el 1% de casos de la Enfermedad de Alzheimer es de
tipo familiar. Mientras que los casos de la enfermedad de Alzheimer de tipo no familiar,
es decir esporadico, depende de la combinacién de factores genéticos y no genéticos
por ejemplo el envejecimiento y obesidad (Tanzi, 2012). Por otra parte, en los ultimos

afnos, se ha reportado que la neuroinflamacion mediada por la microglia contribuye al
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desarrollo de la EA. (Haass y Selkoe, 2007; Marcello et al., 2008). A continuacion se

describira el papel de células de la microglia en la EA.

1.4 Papel de la Microglia en la Enfermedad de Alzheimer

La respuesta inflamatoria en la EA provoca cambios en la morfologia de la microglia, es
decir la microglia en reposo es activada por el péptido BA, lo que provoca un cambio a
una morfologia ameboide (Glass et al., 2010). La activacion de células de la microglia en
la EA, ocurre a través de los receptores TLRs y NLRP3 (Fellner et al., 2013; Jin et al.,
2008; Udan et al., 2008). Los TLRs inician las cascadas de sefializacion intracelular que
activan a factores de transcripcion como NF-kB y AP-1(Takeuchi y Akira, 2010), su
activaciéon promueve la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a. Por
otra parte, se ha reportado que la MG podria montar un fenotipo neuroprotector al tratar
de eliminar al péptido BA, a través del aumento de la fagocitosis y la degradacién
proteolitica del péptido (Tahara et al., 2006a). Sin embargo, su activacion constante
promueve la neuroinflamacion cronica, que es perjudicial para el cerebro, ya que la
produccion excesiva de citocinas pro-inflamatorias promueve la degeneracion de las
neuronas. Por ejemplo, la IL-1B interrumpe la formacion de espinas dendriticas en
neuronas, lo que provoca una deficiencia en la plasticidad sinaptica y una disminucion

en la potenciacion a largo plazo (LTP) (Tong et al., 2012).

Las células de la microglia reconocen al péptido BA en sus diferentes formas; Oligdémeros
y fibrillas, a través de varios receptores de superficie como CD14, receptores scavanger
clase A (SCARA1) y clase B CD36, CD47 y TLRs ( TLR2, TLR4, TLR6 y TLR9)
(Bamberger et al., 2003; Liu et al., 2005; Paresce et al., 1996; Stewart et al., 2010) ver
figura 2. Por ejemplo, CD36 reconoce a Fibrillas de BA, posteriormente se induce la
formacion del heterodimero TLR4-TLR6, lo que provoca una cascada intracelular que
provoca la activacion del factor de transcripcion NF-kB en células HEK293. Igualmente,
el reconocimiento de las fibrillas BA por TLR4-TLR6 provoca la activacion de las células
de la microglia y la liberacion de mediadores pro-inflamatorios como 6xido nitrico (NO),

especies reactivas de oxigeno (ROS) e IL-1B (Stewart et al., 2010).
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Figura 2.- Activacion de la microglia por el peptido BA

El péptido BA es censado por las células de la microglia, a través de receptores tipo Toll-like que se encuentran en la
superficie y se desencadena la activacion de la respuesta inmune, promoviendo la produccién de citocinas y
quimiocinas pro-inflamatorias. El péptido es internalizado por la microglia, por receptores Scavanger SCARA1,
integrinas a6p1, CD36 y CD47.Tomada y modificada de (Heneka et al., 2015a, 2015b)

La expresion de TLR4 esta incrementada en cerebros humanos y en ratones modelos
de la EA (Walter et al., 2007). Po otra parte, se ha reportado que el péptido BA en células
de la microglia induce la activacion de NF-kB y por consiguiente la liberacion de
mediadores pro-inflamatorioas como NO, IL-6 y TNF-a, y se han relacionado con la
induccion de la muerte de neuronas (Chen et al., 2005a). De igual manera la expresion
de NF-kB esta incrementada en un modelo de rata de EA (Jian et al., 2015). Las células
de la microglia también reconocen oligomeros BA a través del receptor scavenger SRA,
causando la activacion de p38 y NF-k B y por consiguiente la liberaciéon de NO (Maezawa
et al., 2011).

Otro mecanismo involucrado en la respuesta inflamatoria de la EA es la activacion del

inflamasoma. La activacion del inflamasoma NLRP3 en microglia es iniciada por la
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fagocitosis del BA, lo que provoca el dafio lisosomal e induce la liberacion de catepsina
B, y por consiguiente la activacion del receptor citoplasmatico NLRP3. Posteriormente,
NLRP3 recluta a una proteina adaptadora ASC, posteriormente se induce la activacion
de caspasa-1 y la liberacion de IL-B (Halle et al., 2008; Heneka et al., 2013).
Adicionalmente se observo que en cultivos primarios de microglia estimulados con el BA,
se induce la expresion de mediadores pro-inflamatorias como NO, TNF-a y quimiocinas
como CCL3, CCL4, CXCL2. Sin embargo, en cultivos primarios de microglia de ratones
nulos para caspasa-1 que fueron estimulados con el BA, se observé una disminucién en
la liberacién de los mediadores pro-inflamatorios anteriormente mencionados, esto
correlaciona con una disminucion en muerte de neuronas (Halle et al., 2008). En adicion,
en ratones modelo para la EA (APP/PS1) que fueron cruzados con ratones deficientes
del receptor NLRP3, se observé una disminucion en la deposicion del péptido Ay una

mejora en su capacidad cognitiva (Heneka et al., 2013).

Por otra parte, se ha reportado que la MG adquiere un fenotipo neuroprotector en la EA,
a través de la fagocitosis y la degradacion proteolitica del péptido BA (Tahara et al.,
2006b). También se ha reportado un aumento de la expresion de genes anti-inflamatorios
(ARG1, MRC1 y YM1) en cerebros de pacientes y ratones modelo de la EA (Colton et
al., 2006). Estos genes anti-inflamatorios estan asociados a la neuroproteccién, por
ejemplo ARG1 inhibe la regulacion de NO (Corraliza et al., 1995). Estos datos
demuestran que existe una heterogeneidad funcional de fenotipos de la microglia pro-

inflamatorio y anti-inflamatorio en la enfermedad de Alzheimer.

1.5 Mecanismo de fagocitosis del péptido BA

Una de las caracteristicas de la EA es la produccion anormal del péptido BA. Las células
de la microglia son las encargadas de salvaguardar la integridad del SNC a través de
diferentes mecanismos celulares y moleculares. Los mecanismos que utiliza para
eliminar las diferentes formas del A son: la fagocitosis, la autofagia y la endocitosis. Sin
embargo, el deterioro de estas vias puede provocar la reduccion del aclaramiento del
péptido BA en la enfermedad de Alzheimer (Nixon et al., 2005; Pickford et al., 2015).
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En etapas tempranas de la enfermedad la microglia elimina al BA por fagocitosis. Por
ejemplo la eliminacion de las fibras BA depende de la interaccion de TLR2, TLR4 y CD14
(Reed-Geaghan et al., 2009). Adicionalmente se ha reportado que el receptor SRA
también participa en la fagocitosis de oligomeros BA (Yang et al., 2011). El péptido BA
entra a los fagolisosomas y posteriormente es degradado por proteasas como la
catepsina B (Yang et al., 2011), otras proteasa importantes son la neprilisina (NEP) y la
enzima degradadora de insulina (IDE, por sus siglas en inglés) (Lee y Landreth, 2010).
Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria es constante, puede causar un deterioro
en la capacidad fagocitica de la microglia y por consiguiente su eliminacién. Por lo
anterior, hay un aumento en la deposicion del BA en el cerebro. Esta idea es apoyada
por un estudio donde se observa que en células de la microglia de ratones viejos
PS1/APP de 14 meses, hay un aumento en la concentracién de citocinas pro-
inflamatorias como IL-18 y TNF-a, y hay una correlacién con un decremento en la
expresion de receptores que participan en la fagocitosis como SRA y CD36.
Adicionalmente la linea celular N9 de microglia, que fue estimulada con TNF-a y decrece
la expresién de SRAy CD36, y por consiguiente hay una reduccién en la fagocitosis del
BA (Hickman et al., 2008).

Estos estudios en conjunto, sugieren que la cronica exposicion de BA, quimiocinas y
citocinas, son los responsables de la incapacidad de la microglia para fagocitar y eliminar
al péptido BA. Adicionalmente se ha observado que al limitar la respuesta inflamatoria de
células de la microglia, promueve su capacidad fagocitica (EI-Shimy et al., 2015) y por

consiguiente adquiere un fenotipo protector.
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Il. Antecedentes

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la neuroinflamacion, es un factor
contribuyente en la patogénesis de la EA. Adicionalmente el uso de drogas anti-
inflamatorias no esteroideas, reducen el riesgo de desarrollar la EA (Breitner y Zandi,
2001). El péptido BA provoca la activacion de la microglia via pro-inflamatoria, que
promueve un dafio en el cerebro al producir moléculas citotoxicas. Por su importancia en
el desarrollo de la enfermedad se ha propuesto a la microglia como blanco terapéutico.
Por lo que contrarrestar su proceso inflamatorio o limitar su activacién podria ayudar a

atenuar la patologia de la enfermedad de Alzheimer.

1.1 Uso de principios activos con propiedades anti-inflamatorias

Muchos estudios experimentales han demostrado que el uso de compuestos anti-
inflamatorias de origen sintético o natural, ayudan a atenuar el desarrollo de la EA a
través de inhibir la activacién de la microglia. Por ejemplo, se demostrdé que el uso de
minociclina en ratones APP/PS1 inhibe la activacion de la microglia en el hipocampo,
asi como la liberacion de mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, IL-6 e iNOS,
ademas de mejorar el aprendizaje (Biscaro et al., 2012). Adicionalmente un estudio, con
cultivos primarios de microglia que fueron estimulados con LPS para inducir su
activacion, se demostré que minociclina es selectiva al inhibir el estado M1 de la
microglia al disminuir la expresién de marcadores pro-inflamatorios como CD86, TNF-a
e IFN-y (Kobayashi et al., 2013).

Por otra parte, estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de dietas ricas
en agentes anti-inflamatorios, que se encuentran en frutas y verduras, pueden disminuir
el riesgo de desarrollar enfermedades neurodegenerativas como la EA (Gu et al., 2010).
También, se ha demostrado que la administracién de extractos completos de plantas que
contienen compuestos polifendlicos tienen efectos benéficos en modelos de la EA, por
ejemplo, un estudio mostro que el extracto de Rosa damascena que fue administrado en
ratas, que fueron inyectadas intraventricularmente con el péptido BA posee propiedades
neuroprotectoras al mejorar el aprendizaje y la memoria de estos animales (Esfandiary
et al., 2015). Otro estudio mostro que el consumo del extracto de semillas de uvas,

previene la deposicion del péptido BAYy la activacion de células de la microglia en ratones
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APP/PS (Wang et al., 2009). Adicionalmente se ha reportado que compuestos aislados
de frutas como a-lIso-cubebene, pueden ayudar a atenuar la activacion de células de la
microglia provocada por el péptido BA, al disminuir la activacion de vias pro-inflamatorias
como NF-kB, JNK'y p38 (Park et al., 2013).

.2 Uso del Extracto Hidroalcohodlico de Malva parviflora en la
Enfermedad de Alzheimer

Malva parviflora (M. parviflora) es una especie vegetal y pertenece a la familia malvaceae
(Shale et al., 2005), de amplia distribucion en México, y se ha usado en la medicina
tradicional como desinflamante en la gastritis, para problemas del higado, padecimientos
del estomago vy fiebre (Lorena., 2005). Estudios recientes han puesto en evidencia que
extractos provenientes de M. parviflora poseen propiedades anti-inflamatorias,
antioxidantes y anti-microbianas (Shale et al., 2005). De manera interesante, un estudio
reciente mostro que un extracto etandlico administrado en ratones inyectados
intraventricularmente con el péptido BA posee propiedades neuroprotectoras al mejorar

la capacidad cognitiva de estos animales (Aslam y Sial, 2014).

Recientemente en el laboratorio se realiz6 y se caracterizé un extracto hidroalcohdlico
de M. parviflora (EHA de M. parviflora) y se determind la presencia de compuestos
polifénolicos, flavonoides, cumarina (escopoletina) y acido oleandlico (Tesis de Maestria
Itzia Jimenez Ferrer, 2012), en el anexo 1 se describe la metodologia para la generacion
del EHA de M. parviflora.

Existen estudios epidemiolégicos que asocian la presencia de diabetes tipo I,
hipertension arterial y obesidad, con un mayor riesgo de desarrollar la EA (Kivipelto et
al., 2005). Adicionalmente, estudios in vivo demuestran que la administracion de una
dieta alta en grasa exacerba la patologia de la EA, a través de incrementar la deposiciéon
del péptido BA e incrementar citocinas pro-inflamatorias como (TNF-a, IL-13 e IL-6) en el
plasma (Refolo et al., 2000). Otro estudio demostré que en el modelo APP23, que son
alimentados con una dieta alta en grasa tienen un mayor déficit cognitivo (Takeda et al.,
2010).
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Por lo anterior, en el laboratorio se propuso evaluar efecto farmacologico del EHA de M.
parviflora, sobre la regulacién de la neurodegeneracidon exacerbada por una inflamacion
provocada por la alimentacién de una dieta alta en grasa (DAG) en un modelo murino de
la EA (5xFAD), estos ratones coexpresan 5 mutaciones asociadas al desarrollo de la
Enfermedad de Alzheimer Familiar (5XFAD por sus siglas en inglés). Los ratones
sobreexpresan la APP humana con tres mutaciones y dos en la presenelina 1. Ambos
transgenes estan regulados por el control transcripcional del promotor Thyl, que se
expresa tejido-especifico en el SNC. EI EHA M. parviflora mostro tener un efecto
benéfico al atenuar la progresion de la enfermedad de Alzheimer, ya que se observo la
disminucién del déficit cognitivo y de marcas histopatoldgicas de la enfermedad como: la

deposicion del péptido y astrogliosis (Tesis de Maestria Itzia Jimenez Ferrer, 2012).
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lll. Justificacidén y planteamiento del problema

En los ultimos afos la incidencia de la EA, ha aumentado drasticamente. Varios grupos
de investigacion han identificado que la activacion de las células de la microglia provoca
la liberacién de mediadores pro-inflamatorios, por consiguiente contribuye la EA. Por lo
anterior, se ha propuesto que el uso de anti-inflamatorios no esteroides (AINE) puede
inhibir su activacion y por consiguiente atenuar el desarrollo de la EA. Sin embargo,
estudios epidemiologicos han reportado que el uso cronico de AINE puede provocar el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Adicionalmente los ensayos clinicos con
pacientes con la EA que han sido tratados con AINE no han sido exitosos. Por lo anterior,
se ha tratado de desarrollar estrategias alternativas que sean eficaces y no provoquen

efectos adversos.

Estudios epidemiologicos han reportado el potencial de dietas ricas en metabolitos
secundarios con propiedades anti-inflamatorias como polifenoles y flavonoides, esto a
través de ayudar a preservar la funcion cognitiva durante el envejecimiento y el riesgo de
desarrollar la EA. Adicionalmente, se propuesto el uso de extractos de plantas que estén
enriquecidos en metabolitos secundarios como alternativa para el tratamiento de la EA.
Por lo que, resulta de interés utilizar este tipo de estrategias para el control de la
activacién de células de la microglia, asi como la busqueda de moléculas anti-
inflamatorias que ayuden a contrarrestar la neuroinflamacion. En el presente estudio se
propone entender los mecanismos moleculares involucrados en la mejora de la EA
mediante la inhibiciéon de la inflamacion mediada por la activacion de la microglia por el

uso de un EHA de M. palviflora.
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IV. Hipétesis

El extracto hidroalcohdlico de Malva parviflora posee un efecto anti-inflamatorio al
disminuir el estado pro-inflamatorio de células de la microglia y promover su capacidad
fagocitica

V. Objetivos

V.1 Objetivo General

Evaluar el efecto inmunomodulador del extracto hidroalcohdlico de Malva parviflora en
un modelo murino de la Enfermedad de Alzheimer

V.2 Objetivos Particulares

1. Evaluar el efecto anti-inflamatorio del extracto hidroalcohdlico de Malva parviflora en
cultivos primarios de microglia

2. Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de Malva parviflora sobre la capacidad
fagocitica de las células de la microglia

3. Determinar el mecanismo a través del cual el extracto hidroalcohdlico de Malva

parviflora regula la capacidad fagocitica de las células de la microglia.
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VI. Materiales y Métodos

V1.1 Reactivos

DNasa tipo |, Tripsina tipo Il (Sigma), D-MEM/F-12 (gibco), FBS (biowest), Anti-F4/80,
Anti-lba1 (abcam), Anti-GFAP, Anti-Neurofilamento (Cell Signaling), a-Actina (Santa Cruz
Biotecnology), Alexa Fluor 488 anti-mouse/human CD11b (BioLegend), Alexa Flour 594
Goat Anti-Rata IgG, Alexa Flour 488 Faloidina (Invritogen), Fluoroshield (Sigma Aldrich
Inc Lipopolisacarido LPS (Sigma), Neural Tissue Dissociation Kit (P), CD11b (Microglia)
MicroBeads, Myelin Removal Beads Il, LS Columns (Miltenyi Biotec), Raw-Blue Cells,

Quanti Blue Assay (InvivoGen)

V1.2 Determinacidn de la liberacién de fosfatasa alcalina en células Raw
Blue
Se utilizaron macrofagos murinos (Raw blue) que derivan de células RAW 264.7. Estos
macrofagos de manera estable secretan una fosfatasa alcalina embrionaria (SEAP, por
sus siglas en inglés), que es un gen inducible para la activaciéon de los factores de
transcripcion NF-kB y AP-1. Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una
densidad de 1x10° células por pozo. Se utilizé LPS (100ng/ml) como control positivo de
activacion de NF-kB/AP-1. Las células fueron estimuladas con el EHA de M. parviflora
(.1, .5, 1 mg/ml), en presencia o ausencia de LPS durante 12 horas (hrs). La actividad de
la SEAP en el medio fue determinada por ensayos QUANTI-Blue. Para este ensayo, se

utilizaron placas de 96 pozos, a cada pozo se anadieron 50 ul de sobrenadante de cada

muestra y se aforo con 150ul de QUANTI-Blue. Las placas se incubaron a 37°C por 30

minutos (min). Para determinar los niveles de la SEAP, se uso un lector de placas (iMark
microplate) y se realizé la lectura a una absorbancia de 620-655 nm. La actividad de la
SEAP se calculé como el cambio de veces para cada muestra [SEAP liberada en el medio
de las células tratadas menos el blanco (medio sin células) sobre la SEAP de las células

control (tratadas con PBS) menos el blanco].
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V1.3 Cultivo Primario

Los cultivos primarios de microglia fueron obtenidos a partir de cerebro total de dos cepas
diferentes, CD1 silvestres y 5xFAD que es usado como modelo de la EA. Se realizaron
cultivos primarios mixtos (Astrocitos y Microglia) de ratones neonatos CD1 del dia
postnatal 1-3 (P1-P3), el tejido fue disociado enzimaticamente con tripsina (0,25 mg/ ml)
y ADNasa | (0,28 mg/ml) a 37° C durante 30 min. Posteriormente se realizd una
dispersién mecanica con pipetas Pasteur de diferente diametro. Finalmente la dispersion
celular fue sembrada a una densidad de 2 cerebros por caja Petri de 100 mm, en medio
DMEM/F12 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS), glutamina2 mMy 1 %
antibidticos. Después de una semana, la microglia fue aislada a partir del cultivo mixto
por agitacion durante 5 hrs a temperatura ambiente (TA) a 250 rpm. Los cultivos
primarios de microglia se mantuvieron durante 24 hrs y posteriormente se realizaron los
experimentos correspondientes. Para los cultivos primarios de adultos 5xFAD de 8 y 10
meses de edad, el tejido se digirié enzimaticamente con el Kit (Neural Tissue Dissociation
Kit (P)). Posteriormente el debri de mielina fue eliminado con ayuda de unas perlas
magnéticas (Myelin Removal Beads Il). Finalmente la microglia fue aislada por seleccion
positiva mediante el Kit (CD11b (Microglia) MicroBeads). Para evaluar la pureza de las
células aisladas se realizo citometria de flujo, con un anticuerpo especifico para microglia
(CD11b). Los cultivos primarios de microglia fueron mantenidos en medio DMEM/F12
suplementado durante una semana hasta realizar los experimentos correspondientes.

Para mas detalles de la metodologia consultar el anexo XI.2.
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Figura 3.- Metodologia utilizada para cultivo primario de microglia

A) Se muestra la metodologia para ratones neonatos CD1 B) Se muestra la metodologia utilizada para ratones adultos
5xFAD.

Caracterizacioén del cultivo primario

La pureza del cultivo primario de microglia de neonatos, se determind mediante la
deteccion de diversos marcadores especificos para las diferentes poblaciones celulares,
MG (CD11b y F4/80), Astroglia (GFAP) y Neuronas (Neurofilamento “Nef”), por ensayos
de RT-PCR, Inmunofluorescencia y citometria de flujo, todos los protocolos se describen

con detalle en el anexo XI.3.
RT-PCR

Se realizd la extraccion de RNA total a partir de cultivos de microglia por el método de
Tiocianato de Guanidina (Chomczynki y Sacchi 1987). Se determind su concentracion en
un equipo NanoDrop y se evaluo su integridad en un gel de agarosa al 0.07%. Para la
reaccion de la retrotranscripcidon (RT) se utilizé un 1 ug de RNAYy la reaccidn se llevo a
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cabo durante 2 horas a 37°C. En la PCR se utilizé 1.5 ul de cDNA en 12.5 ul de mezcla
de reaccion. Las metodologias de sintesis de cDNA 'y amplificacion por PCR se describen
en el anexo X|L.3. Las secuencias de oligos utilizadas fueron F4/80: 5°-
GTGCCATCATTGCGGGATTC-3" vy 5-GACGGTTGAGCAGACAGTGA -3', Nef: 5'-
GAACCACGAGAAGGCTCAAG-3"y 5- CCTCCTCTTCGTGATTGCTC-3", GFAP: 5'-
CAGTTCAGCTGCCAGCGCCT-3" y 5-GCAGAGGCAGGGCAGGATGG-3", TGFp1:5'-
TCAGACATTCGGGAAGCAGT-3'y 5- TCGAAAGCCCTGTATTCCGT-3" y Actina: 5°-
GGGTCAGAA GGACTCCTATG-3" y 5-GGTCTCAAACATGATCTG GG -3'.

Inmunofluorescencia anti-F4/80

Las microglias fueron sembradas en un Lab-Tek, un total de 1x10° células por pozo. Las
células fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% por 30 min a TA y fueron
permeabilizadas con PBS-T 0.1% (PBS 1x, Tritdon 0.1% (Triton X-100)). El bloqueo se
realizé con PBS-albumina al 10% (PBS 1x, BSA 10%). Posteriormente las células fueron
incubadas en un buffer de dilucién PBS-albumina 5%, triton 0.1% (PBS 1x, BSA 5%,
Tritdn 0.1%) con el anticuerpo primario anti-F480 (1:200) toda la noche a 4°C. Finalmente
se incubo el anticuerpo secundario Goat anti-rata IgG acoplado a Alexa Flour 594 a TA
cubierto de la luz. Las células fueron observadas en un microscopio confocal Olympus

FV1000 y para la generacién de imagenes se utilizé el software fiji.
Citometria de Flujo

Para la los ensayos de citometria se utilizaron 2.5x10° células. Las microglias se
incubaron con anti-CD11b-Alexa Flour 488 a una dilucion (1:2000) en 100 ul de FACS
Juice por 20 min a 4°C en la oscuridad. Para el control negativo se utilizaron células
adheridas a la placa (Cultivo mixto), posteriormente fueron fijadas con PFA al 4%,
finalmente se pasaron por el citometro (FACS Canto Il), para el analisis de datos y

generacion de graficas e histogramas se utilizé el software Flow Jo.

V1.4 Determinacion de activacion de células de la microglia

Los cultivos primarios de microglia de neonatos se sembraron en Lab-Teck, 1x10° células
por pozo. Se utiliz6 LPS (100ng/ml) como control de activacion de la microglia. Las
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células se estimularon con el EHA de M. parviflora (1 mg/ml) en presencia o ausencia de
LPS durante 24hrs. Posteriormente el sobrenadante fue eliminado y las células se fijaron
con PFA al 4% durante 30 min a TA. Las células se permeabilizaron con PBS-T 0.1%
durante 30 min. Para visualizar la morfologia de las células, se realizé la tincion del
citoesqueleto de actina con faloidina conjugada a Alexa Fluor 488 (1:500) durante 1h
protegido de la luz. Los nucleos de las células se tifieron con 4', 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, por sus siglas en inglés) (1:5000) durante 15 min protegido de la luz.
Las imagenes de las células de la microglia fueron observadas en un microscopio
Confocal Olympus FluoView 1000, se tomaron siete campos al azar por cada tratamiento
y para la generaciéon de imagenes se utilizo el software Fiji. Finalmente se cuantifico las

diferentes morfologias de las células (ameboide, ramificadas y formas intermedias).

VL.5 Ensayos de Fagocitosis

Se realizaron ensayos de fagocitosis, para evaluar el efecto del EHA de M. parviflora
sobre la capacidad fagocitica de células de la microglia de ratones neonatos y de adultos
(Wt/5xFAD). Para los cultivos primarios de microglia de neonatos (1x10° células por
pozo) fueron sembradas en placas de 24 pozos. Posteriormente el medio de cultivo fue
remplazado por medio fresco y se estimulé con EHA de M. parviflora (1mg/ml) durante
24hrs, se utilizaron macréfagos peritoneales y LPS (100ng/ml) como controles positivos.
Después de los estimulos, las células fueron incubadas con esferas de latex de 0.8 um
de diametro en una proporciéon de 1:5 por célula durante 4h a 37°C. Las esferas no
fagocitadas fueron desechadas mediante 3 lavados de PBS, posteriormente las células
fueron fijadas con PFA al 1% durante 15 min. Las imagenes se obtuvieron en un
microscopio invertido (Nikon TMS), se registraron un minimo de 3 campos al azar, los
cuales fueron cuantificados para determinar el porcentaje de fagocitosis. Para los cultivos
primarios de adultos (Wt y 5xFAD) de ocho y diez meses de edad (1x105 células por
pozo) se sembraron en Lab-Tek. Las células fueron mantenidas durante una semana
antes de los experimentos. Posteriormente el medio de cultivo fue remplazado por medio
fresco y se realizo el estimulo con el EHA de M. parviflora (1 mg / ml) durante 24 horas.
En seguida se elimind el medio de cultivo y se puso medio fresco que contenia bacterias

Escherichia coli (E. coli) fluorescentes en una proporcion 1:10 por cada célula,
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posteriormente el cultivo fue incubado durante una hora a 37°C. Para eliminar las
bacterias no fagocitadas, los cultivos se lavaron exhaustivamente con PBS y se trataron
con geneticina (20ug / ml) durante 30 min, posteriormente las células se fijaron en PFA
al 4% durante 30 min a TA. La tincion de actina y del nucleo se realizé como se describe
anteriormente. Las imagenes de las células se obtuvieron con un microscopio confocal
Olympus FluoView 1000, para su analisis se recolectaron siete campos al azar por cada
grupo y para la generacion de imagenes se utilizé el software Fiji. El indice de fagocitosis
se determind multiplicando el porcentaje de células de microglia con bacterias
internalizadas por el numero promedio de bacterias E. coli internalizados por células
(Luo, et al., 2009).

V1.6 Animales

Se utilizaron ratones de la cepa 5xFAD, que coexpresan 5 mutaciones asociadas al
desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer Familiar (5xFAD por sus siglas en inglés,
Familial Alzheimer’s Disease). Estos ratones transgénicos sobreexpresan la APP
humana con tres mutaciones (Sueca (K670N, M671L), Florida (1716V), Londres (V7171))
y dos en la presenelina 1 (M146L y L286V). Ambos transgenes estan regulados por el
control transcripcional del promotor Thy1, que se expresa tejido-especifico en el SNC.
Los ratones transgénicos se obtuvieron del Laboratorio Jackson (Bar Harbor, Maines,
USA). Los animales fueron mantenidos y criados en heterocigocidad en el fondo genético
(C57BL/6XSJL), a una temperatura y humedad controlada, con un ciclo de 12 hrs de
luz/oscuridad. Como controles se utilizaron ratones silvestres (Sil) es decir, ratones
negativos para las mutaciones. Para los experimentos, se utilizaron ratones machos Sil
y 5xFAD (4 semanas de edad), que fueron mantenidos en grupos de 5 ratones por jaula
y alimentados con una dieta normal (DN) (Harlan, Tekland 2018SX) o una dieta alta en
grasa (DAG) (Research Diets, D12492). Estos grupos de ratones fueron administrados
por via gastrica con el EHA de M. parviflora a una concentracion de 50mg/ml/kg o el

vehiculo durante 8 meses, la metodologia se describe en la Figura 4.
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Figura 4.- Metodologia utilizada para el experimento in vivo

Inmunofluorescencia de tejido (Iba y Tioflavina S)

Los ratones fueron anestesiados y se perfundidos en solucién salina. El tejido se fijé con
una solucion de PFA al 4%. Los cerebros fueron mantenidos en PFA al 4% durante toda
la noche y para la preservacion del tejido se pusieron en una solucion de sacarosa al
30% a 4°C. Posteriormente se generaron cortes histolégicos sagitales de un grosor de
30 um y se realizaron co-tinciones (Iba-1 y Tioflavina S). Para observar las células de la
microglia se utiliz6 un marcador especifico Iba1, primero se realizé la recuperacion
antigénica con citrato de sodio, posteriormente el tejido se lavo tres veces con PBS-T
0.25% (PBS 1x, Tritdon 0.25%) y se incubaron con solucion de bloqueo PBS-T 0.25% BSA
1% (PBS 1x, 0.25% Tritdn y 1% BSA) durante 1h a TA. Los cortes fueron incubados con
el anticuerpo primario anti-lba1 (1:200) en solucion de bloque durante toda la noche a
4°C, posteriormente fueron lavados. Los cortes fueron incubados con el anticuerpo
secundario anti-goat acoplado a Alexa Fluor 59 (1:400) durante 1h cubierto de la luz.
Posteriormente se realizé la tincidon con Tiofavina S para determinar la presencia de la
deposicion del péptido BA en forma de placas. Las rebanadas fueron incubadas con
tioflavina S al 1% durante 5 min, después se realizaron lavados consecutivos con alcohol
al 80%, 70% y agua destilada. Finalmente los cortes fueron montados con fluoroshield,

los detalles de la metodologia de las tinciones se describen en el anexo 3. Las imagenes
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se obtuvieron en un microscopio confocal de disco giratorio 31 Marianas y se procesaron

usando el software SlideBook 6 Reader.

VI.7 Andlisis estadistico

Los valores obtenidos de los diferentes experimentos fueron reportados como medias *
error estandar. Para conocer las diferencias entre grupos, se realizaron analisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey,
se utilizé el programa GraphPad Prism 6 para hacer el andlisis. Se consideraron

estadisticamente significativas aquellas pruebas con un valor de p<0.05.
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VIl. Resultados

VII.1 Aislamiento del cultivo primario de microglia y caracterizacion

La investigacion sobre las funciones de células de la microglia en procesos
neuroprotectores o neurotoxicos, requiere de un método eficaz para su aislamiento y
cultivo. En el presente trabajo se desarrollé un método para aislar y mantener en cultivo
células de la microglia. Se logré obtener un cultivo puro de células de la microglia. Como
se muestra en la figura 5, el cultivo primario mostré un enriquecimiento del 69% en
células de la microglia (Fig. 5B) en comparacion con el cultivo mixto que solo posee el
14.3% de células positivas para CD11b y F4/80 (Fig. 5A).

Para obtener una mejor pureza después de su aislamiento, el cultivo aislado fue lavado
para eliminar el resto celular y otro tipo de células. Como se muestra en las micrografias,
en el cultivo mixto se observa la presencia de astrocitos positivos para GFAP (verde) y
microglia positivos para F4/80 (rojo) en azul se muestran los nucleos celulares tefiidos
con DAPI (Fig. 5C), mientras que en el cultivo de microglia, no se observa la presencia
de astrocitos (Fig. 5D), por lo que se logré obtener una pureza del 100% de células de la
microglia. Esta observacion fue corroborada por ensayos de RT-PCR los cuales
mostraron que los cultivos primarios de microglia expresan unicamente F4/80 y no asi
GFAP o neurofilamento (Fig. 5E). Dado que en este estudio se requiere caracterizar
células de la microglia de animales 5XFAD adultos, se estandarizo el aislamiento de
estas células mediante seleccion positiva usando CD11b como marcador de seleccién y
citometria de flujo. Como se muestra en la figura 5F, el analisis por citometria de flujo

mostré una pureza mayor al 80%.
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Figura 5.- Caracterizacion del cultivo primario de microglia de ratones neonatos CD1 y adultos
5xFAD
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Las células fueron aisladas y se determiné su pureza por medio de diferentes marcadores (Microglia: F4/80 y CD11b,
Astroglia: GFAP, Neuronas: Neurofilamento). A) Histograma de células de cultivo mixto. B) Histograma de células de
la microglia aisladas. C) Se muestran micrografias representativas de cultivo mixto. Se observa la presencia de
astrocitos y microglia. D) Se muestran micrografias representativas de un cultivo primario de microglia, donde se
observan solo la presencia de microglia (Scale bar: 30[Jm). E) Analisis por PCR de los marcadores especificos para
microglia (F4/80), astrocitos (GFAP), neuronas (NF). F) Histograma de células de la microglia aislada de cerebro de
ratones adultos.

VII.2 Activacién de la microglia ante un estimulo pro-inflamatorio

Con la finalidad de realizar estudios experimentales con las células de microglia aisladas
inicialmente, se disefiaron ensayos de funcionalidad usando LPS y se utilizaron
macrofagos peritoneales como control positivo. Se observa que las células de la
microglia responden al estimulo de LPS ya que adquieren una morfologia ameboide que
es caracteristico de su activacion en comparacion al control que muestra una morfologia
ramificada. También se puede observar que en ambas células macrofagos y microglia

cuando son estimuladas con LPS la expresion de F4/80 es mayor (Fig. 6).
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Figura 6.- Activacion del cultivo primario de microglia



Las células (MG y MOP), fueron tratadas durante 24hrs con LPS (100ng/ml). A) Micrografias representativas de la
morfologia de las células después de ser estimuladas con LPS. En rojo se observa F4/80 y en azul tincién nuclear con

DAPI (Scale bar 30 um). Se observa la morfologia ameboide de células de la microglia que fueron tratadas con LPS.

VIl.3 El Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora atenua la
activacion de NF-kB/AP1 en macré6fagos Raw Blue

Un grupo de investigacién reporto que extractos de Malva parviflora poseen propiedades
anti-inflamatorias (Shale et al., 2005). Una de las vias principales en el proceso
inflamatorio es la via de NF-kB la cual ha sido reportada que juega un papel importante
en la patogénesis de la EA (Chen et al., 2005a). Con base en estos antecedentes, se
evaluo el efecto anti-inflamatorio del EHA de M. parviflora en un modelo in vitro.
Utilizamos células Raw Blue que tienen un gen inducible (SEAP) para NF-kB/AP1, las
células fueron estimuladas con el EHA de M. parviflora (0.1, 0.5 y 1 mg/ml) en ausencia
o presencia de un estimulo inflamatorio como LPS (100 ng/ml) durante 12 hrs. Primero
se evalud si el EHA de M. parviflora tenia efectos toxicos, por lo que se realizaron
ensayos de viabilidad con azul de tripano. El tratamiento con el extracto no afecto la
viabilidad celular, ya que se obtuvo un viabilidad mayor al 94% (Fig. 7A). Posteriormente,
se determind la liberacion de SEAP mediante ensayos Quati Blue. Se observd un
aumento significativo en la activacién de NF-kB/AP1 (Liberacién de SEAP) en las células
tratadas con LPS respecto al control. Mientras que las células co-tratadas con EHA de
M. parviflora disminuyo significativamente la activacion de NF-kB/AP1 y esta disminucion
es dosis dependiente, siendo la mas significativa la mayor concentracién del EHA de M.
parviflora utilizada (1mg/ml) (Fig. 7B). Los diferentes estimulos no provocan cambios
morfolégicos en las células (Fig. 7C). Estos datos corroboran el efecto anti-inflamatorio
del EHA de M. parviflora al regular negativamente vias involucradas en el proceso

inflamatorio.

33



-
(5]
1
‘;&

100 4
804 10

601

404

Viabilidad celular
Activacion de NF-kB y AP-1
(Liberacion de SEAP)

20 0-
EHA M paniflora fmgil) 0 01 05 1 0 01 05 1 EHA M parvifiorafmgid) 0 01 05 1 0 01 05 1

LPS (100 ngfmi) LPS (100 ng/mi)

EHA M. parvifiora (mg/mi)

Ctrl

LPS (100 ng/mi)

Figura 7.- Efecto del EHA de M. parviflora sobre la activacion de NF-kB/AP-1 en macréfagos

estimulados Raw blue con LPS.

Macrofagos RAW 264.7 fueron tratados por 12 hrs con el EHA de M. parviflora (0.1, 0.5 y 1 mg/ml), en presencia o
ausencia de LPS (100 ng/ml). A) Se muestra la viabilidad celular de macréfagos RAW 264.7, se observa que para
todos los tratamientos la viabilidad fue mayor al 94%. B) Analisis de la liberacion de SEAP. Se observa que EHA M.
parviflora disminuye la liberacion de SEAP producida por LPS de manera dosis dependiente. Las barras de error
representan la media [] error estandar de ensayos realizados por triplicado. Los signos indican diferencia
estadisticamente significativa comparados respecto al control (***p < 0.001), LPS (¥p<0.05, #p<0.001) LPS + EHA M.
parviflora (+p<0.05). Las diferencias fueron comparadas usando ANOVA de una via en combinacién con la prueba de
comparacion multiple de Tukey. C) Imagenes representativas de la morfologia de macréfagos, en verde se observa

tincion de actina y en azul tinciéon nuclear con DAPI (Scale bar: 30 pm).
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Vil.4 El Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora disminuye la
morfologia ameboide de células de la microglia

En los dltimos afios se ha reportado que la activacion de las células de la microglia juega
un papel central en la EA, ya que constituyen el mediador principal del proceso
neuroinflamatorio. Se ha propuesto que inhibir su activacion podria ayudar a atenuar el
desarrollo de la EA (Biscaro et al., 2012). Basados en estos datos y con el antecedente
del efecto anti-inflamatorio del EHA de M. parviflora en células Raw Blue, se determiné
si el EHA de M. parviflora, podria inhibir la activacion de células de la microglia. Para
ello, se realizaron cultivos primarios de microglia que fueron expuestos a LPS en
presencia o ausencia del EHA de M. parviflora (1 mg/ml). Se observa que la mayoria de
las células control y tratadas con el EHA de M. parviflora tenian una morfologia ramificada
en comparacion con las estimuladas solo con LPS (Fig. 8A). Sin embargo, la microglia
estimulada con LPS mostré una alteracion significativa en la morfologia cambiando a una
ameboide en comparacién con las células control y con las tratadas con EHA de M.
parviflora que muestran una morfologia alargada y multipolar (Fig. 8A, B). Sin embargo,
cuando las células son tratadas de manera conjunta LPS+ EHA de M. parviflora el
fenotipo ameboide es disminuido de manera significativa (Fig. 8A, B). Estos resultados
nos sugieren que el EHA de M. parviflora tiene un efecto positivo al disminuir la activaciéon

de células de la microglia.
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Figura 8. Efecto del EHA de M. parviflora sobre la activaciéon de cultivos primarios de microglia
estimuladas con LPS
A) Micrografias representativas de cultivo primario de microglia de ratones neonatos tratados por 24 hrs con PBS
(Ctrl), LPS, EHA M. parviflora, y LPS + EHA M.parviflora. En verde se muestra el citoesqueleto de actina tefiido con
anti-faloidina y en azul tinciéon nuclear con DAPI (Scale bar: 30[Jm). Se hace un acercamiento, para visualizar las
diferentes morfologias de la microglia: ramificadas (localizadas mayoritariamente en las células Ctrl y en aquellas

tratadas con el EHA M. parviflora), ameboide (LPS) y morfologia intermedia en LPS + EHA Mp. B) Andlisis de la
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morfologia de la microglia (ramificada, ameboide e intermedia). Las barras de error representan la media [] el error
estandar de por lo menos 7 mediciones para cada condicion. Los signos indican diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control ## p < 0.001), EHA M. parviflora (***p < 0.001), LPS (**p<0.01, ***p<0.001). Las
diferencias fueron comparadas usando ANOVA de una via en combinacion con la prueba de comparacion mdltiple de
Tukey.

VIL.5 El Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora aumenta la
capacidad fagocitica de macrofagos peritoneales y microglia

Estudios previos han reportado que la activacion constante de células de la microglia por
el péptido BA, puede provocar una disminucién en su capacidad fagocitica (Hickman et
al., 2008). Anteriormente, se demostr6 que el EHA de M. parviflora disminuye
significativamente la deposicion de placas BA en ratones modelos de la enfermedad de
Alzheimer (5xFAD) (Tesis de Maestria Itzia Jiménez-Ferrer, 2012). Basados en estos
antecedentes, se evalu6 si el EHA de M. parviflora regula la capacidad fagocitica de la
microglia. Para llevar a cabo este objetivo, primero se realizaron cultivos primarios de
macrofagos peritoneales que fueron estimulados con el EHA de M. parviflora (1mg/ml) y
se utilizé6 LPS como un inductor de la fagocitosis (Abd-El-Basset y S. Fedoroff, 2004).
Como se puede observar en la figura 9A, los macréfagos estimulados con el EHA de M.
parviflora y LPS incrementaron su capacidad fagocitica, ya que mas del 75 % de las
células internalizaron al menos una perla de latex. De la misma manera se observo que
los macrofagos co-tratados con LPS+ EHA M. parviflora aumentaron significativamente
su capacidad fagocitica en comparacién del control solo el 40 % de células fagocitaron
(Fig 9B).

También, se determiné que el EHA de M. parviflora aumenta significativamente la
capacidad fagocitica de la microglia hasta un 90% con respecto al control 68% (Fig. 10
B), también se observé un mayor numero de perlas internalizadas en las células de la

microglia (Fig. 10A).
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Figura 9.- Efecto del EHA de M. parviflora sobre la capacidad fagocitica de cultivos primarios de

macrofagos peritoneales.

Las células fueron pretratadas por 24 hrs con EHA M. parviflora, LPS y LPS + EHA M.parviflora. A) Imagenes
representativas de macréfagos peritoneales que muestran en su interior perlas de latex (flechas) B) Analisis de la
internalizacion de las perlas de latex en macréfagos peritoneales. Las barras de error representan la media [] el error
estandar de por lo menos 3 mediciones para cada condicion. Los asteriscos indican diferencia estadisticamente
significativa con respecto a Ctrl (*p<0.05). Las diferencias fueron comparadas usando ANOVA de una via en

combinacién con la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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Figura 8.- Efecto del EHA de M. parviflora sobre la capacidad fagocitica de cultivos primarios de
microglia.

Los cultivos fueron pretratadas por 24 hrs con EHA M. parviflora, LPS y LPS + EHA M.parviflora. A) Imagenes
representativas de células de la microglia que muestran en su interior celular perlas de latex (flechas) B) Analisis de
la internalizacion de las perlas de latex en células de la microglia. Las barras de error representan la media [] el error
estandar de por lo menos 6 mediciones para cada condicién. Los asteriscos indican diferencia estadisticamente
significativa con respecto a Ctrl (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Las diferencias fueron comparadas usando ANOVA
de una via en combinacion con la prueba de comparacién multiple de Tukey.
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La fagocitosis implica una serie de eventos coordinados incluyendo la reorganizacién de
actina, la extensién de pseudopodos, la expansion de la membrana plasmatica y
finalmente la absorcion de particulas o microorganismos (Groves et al., 2008). También
se observd que las células de la microglia que fueron pretratadas con EHA de M.
parviflora, tenian mas procesos y mas filamentos de actina en forma lamelipodia respecto
al control (Fig. 11A). Estos datos podrian sugerir que el EHA de M. parviflora, incrementa
la capacidad fagocitica de células de la microglia a través de la organizacion del

citoesqueleto de actina de las células de la microglia.

Citrl EHA M. parvifiora

Figura 11.- El EHA de M. parviflora promueve la formacién de filamentos de actina en la microglia

A) Micrografias representativas de células de la microglia que fueron tratadas por 24 hrs (PBS (Ctrl) y EHA
M.parviflora), en verde se muestra el citoesqueleto de actina y en azul tincién nuclear con DAPI (Scale bar: 30(Jm).

Las células de la microglia tratadas con el EHA M. parviflora se observan mas filamentos de actina.
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VI.6 ElI Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora aumenta la
capacidad fagocitica de las células de la microglia de Ratones
modelo de la enfermedad de Alzheimer 5xFAD

Se ha reportado que las células de la microglia son incapaces de fagocitar el péptido BA,
en etapas avanzadas de la enfermedad de la EA. Los antecedentes del grupo,
demostraban que tratamiento con EHA de M. parviflora decrece los niveles de las BA en
ratones 5xFAD que fueron tratados durante 8 meses. Adicionalmente en este trabajo se
determind que el extracto aumenta la capacidad de células de la microglia de ratones
neonatos y macrofagos peritoneales. Por lo que, se decidi6 evaluar si EHA de M.
parviflora también podria mejorar o restaurar la capacidad fagocitica de la microglia de
ratones adultos. Para ello, se aislaron células de la microglia de ratones silvestres y
5xXFAD de 8 y 10 meses de edad, que fueron tratadas en presencia o ausencia del EHA
de M. parviflora (1mg/ml) durante 24 hrs. Se realizaron ensayos de fagocitosis usando

E. coli fluorescentes.

Como se puede observar en la figura 12A las células de la microglia que fueron tratadas
con EHA de M. parviflora tienen mas bacterias en su interior, con respecto a las células
control. Este aumento de fagocitosis se observo en los ratones silvestres y en los 5xFAD.
Los ratones 5xFAD de 8 y 10 meses de edad mostraron un aumento significativo en la
capacidad fagocitica de células de la microglia, cuando son tratadas con el EHA de M.
parviflora (Fig. 12B). Igualmente, se observé que en su estado basal las células de la
microglia que fueron aisladas de los ratones 5xFAD, tienen una tendencia menor en su

capacidad fagocitica con respecto al silvestre (Fig. 12B).

Para corroborar que las células tratadas con el EHA de M. parviflora tenian mas bacterias
en su interior, se determind el promedio de numero de bacterias que fagocito cada
microglia, como se observa las células de la microglia que fueron tratadas con EHA de
M. parviflora tienen una mayor capacidad para internalizar bacterias (5, >10) en
comparacién con el control que su capacidad es menor, ya que la mayoria de las células

de la microglia fagocitan de 1-5 bacterias (Fig. 12C). Para poder visualizar mejor las
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diferencias en la capacidad fagocitica, se calcul6 el indice de fagocitosis. Las células de
la microglia de los ratones silvestres y 5xFAD tratadas con el EHA de M. parviflora tienen
un mayor indice de fagocitosis respecto a las células control, estas diferencias son
significativas y corrobora que el extracto estimula la fagocitosis de células de la microglia
(Fig. 12D). Estos datos, sugieren que el EHA de M. parviflora regula la capacidad
fagocitica de células de la microglia de ratones 5xFAD, y correlacionan con los
experimentos in vivo, donde se demuestra que el EHA de M. parviflora disminuye la
deposicion de placas BA en la zona de hipocampo y corteza de los ratones 5xFAD. Estos
datos en conjunto, nos sugieren que el extracto esta promoviendo la fagocitosis del

péptido BA en células de la microglia.

A Silvestre 5XFAD

8 Meses 8 Meses 10 Meses

Ctrl

EHA M. parviftora

Fig 12.- Efecto del EHA de M. parviflora sobre la capacidad fagocitica de cultivos primarios de

microglia de ratones silvestres y 5xFAD de ocho y diez meses de edad.

Las células de la microglia fueron pretratadas durante 24 hrs (PBS (Ctrl) y EHA M. parviflora). A) Micrografias
representativas de la localizacion intracelular de E.coli fluorescente (en rojo) presentes en el interior de la microglia.
En verde se muestra el citoesqueleto de actina tefiido anti-faloidina y en azul tinciéon nuclear con DAPI (Scale bar: 30

am).
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Fig 12.- Efecto del EHA de M. parviflora sobre la capacidad fagocitica de cultivos primarios de

microglia de ratones silvestres y 5xFAD de ocho y diez meses de edad.

Las células de la microglia fueron pretratadas durante 24 hrs (PBS (Ctrl) y EHA M. parviflora). B) Andlisis de la
internalizacion de bacterias en células de la microglia. C) Analisis del nimero de bacterias promedio internalizadas
por célula. D) Calculo del indice de fagocitosis de la microglia. Las barras de error representan la media [] el error
estandar de por lo menos 100 células. Los signos indican diferencia estadisticamente significativa comparada respecto
a cada control (*p < 0.05; * p < 0.01; ** p < 0.001), EHA M. parviflora (###p<0.001). Las diferencias fueron

comparadas usando ANOVA de una via en combinacion con la prueba de comparacién mdltiple de Tukey.
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VII.7 El Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora disminuye al
fenotipo M1 en células de la microglia de ratones 5xFAD

Una de las estrategias para atenuar la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer es el
desarrollo de farmacos, que estan dirigidos a modular los estados de activacion de
células de la microglia. Una de estas estrategias es la polarizacion a M2 de las células
de la microglia como una opcidén terapéutica, ya que las células de la microglia adquieren
un fenotipo neuroprotector y le confiere una mayor capacidad fagocitica (Cherry et al.,
2014). Por otra parte existen informes que muestran que la células que se encuentran
alrededor de la placa, sufren cambios morfolégicos (Glass et al., 2010) y moleculares ya
que las células de la microglia tienen un fenotipo M1 (Akiyama, 1994; Glass et al., 2010;
Rogers, 2008). Por lo anterior, se decidié evaluar si el EHA de M. parviflora, podria
regular estas alteraciones en ratones 5xFAD. Se realizaron inmunofluorescencia en
corteza e hipocampo y se utilizé un marcador especifico (Ibal) para observar las células
de la microglia. Se corroboro que el EHA de M. parviflora disminuye la deposicion de
placas BA en ratones 5xFAD y se modifica la morfologia de células de la microglia (Fig.
13 A, B).

Se observd que en los ratones 5xFAD que fueron administrados con el EHA de M.
parviflora, las morfologia de la microglia era mas ramificada es decir, tenia mas procesos
largos y finos en comparacion con los ratones no tratados donde se observo una
morfologia ameboide que se asociado a un estado activado, esto se observo
principalmente en el hipocampo de los ratones (Fig. 13B). Adicionalmente se observo
una mayor deposicion de células de la microglia alrededor de las placas de ratones
tratados con respecto a los no tratados, lo que nos podrian sugerir que el EHA de M.
parviflora, promueve la microgliosis alrededor de las placas y tal vez este promoviendo

la eliminacion del péptido BA.
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Figura 13.-Efecto del EHA de M. parviflora sobre las células de la microglia en ratones 5xFAD.

Se realizaron cotinciones en cortes histolégicos de corteza e hipocampo de ratones 5xFAD que fueron alimentados
con una DN o DAG. A y B) Micrografias representativas de células de la microglia localizadas alrededor de las placas
BA. En rojo se muestra las células de la microglia tefiidas con anti-lba1 y en verde las placas BA tefiidas con Tioflavina
S. El EHA M. parviflora, Las células de la microglia de ratones que fueron administrados con el EHA M. parviflora
tienen una morfologia ramificada en comparacion con los no tratados que tienen una morfologia activada y el extracto

estimula la localizacién de células de la microglia alrededor de las placas.
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Con la finalidad de corroborar que el EHA de M. parviflora disminuye la activacion de
células de la microglia, se evaluaron los cambios en la expresion de RNAm de
marcadores de activacion de células de la microglia (M1:CD86, M2:Mglly TREM2) en la
corteza.

El nivel de expresion de CD86 fue reducido significativamente en las muestras de ratones
alimentados con una DN y tratados con el EHA de M. parviflora en comparacion con los
no tratados (Fig. 14A). Mientras que el Mgl1l se incrementé muy poco en ratones tratados
con el extracto respecto a los no tratados (Fig. 14B). Adicionalmente se evaluo la
expresion de un marcador de fagocitosis TREM2, se observé un pequefio incremento en
los ratones que fueron administrados con EHA de M. parviflora en comparacion con los
ratones no tratados (Fig. 14C). Estos datos, demuestran que el EHA de M. parviflora
ejerce su efecto anti-inflmatorio, a través de inhibir el fenotipo pro-inflamatorio en ratones
5xXFAD.
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Figura 14. EI EHA de M. parviflora disminuye el fenotipo pro-inflamatorio de células de la

microglia en corteza de ratones 5xFAD.

Se realizé la extraccion de RNAm de corteza de ratones wt y 5XxFAD que fueron alimentados con una DN o DAG, y
adicionalmente fueron administrados con el EHA de M. parviflora o con el vehiculo A) Andlisis de expresion de CD86
por gPCR B) Anadlisis de la expresién de Mgl1 por qPCR. C) Analisis de la expresion de TREM2 por qPCR. Se observo
un disminucién en la expresion de CD86 en los ratones que fueron tratados con el EHA M. parviflora en comparacion
con los ratones no tratados. Mientras que en los marcadores Mgll y TREM2 se observé un ligero incremento en los
ratones administrados con el extracto. Las barras de error representan la media [] el error estandar de por lo menos

dos mediciones.
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VIII. Discusion

Una de las caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer es la deposicion del péptido
BA. De acuerdo con la hipotesis amiloide, la acumulacion del BA en el cerebro es uno
de los factores principales de la patogénesis de la EA (Hardy and Selkoe, 2002).
Adicionalmente, en los ultimos afios se ha sugerido que la inflamacién puede contribuir
a la progresion de la enfermedad de Alzheimer, ya que se ha observado que las células
de la microglia liberan mediadores pro-inflamatorios que contribuyen a la degeneracion
de las neuronas (Heneka y O’Banion, 2007), adicionalmente se ha observado que el
exceso de la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, contribuye al deterioro de la
capacidad fagocitica de la células de la microglia (Hickman et al., 2008).

Por lo que sea ha propuesto que el aclaramiento del BA en el cerebro y el uso de anti-
inflamatorios, podrian ser consideradas como estrategias importantes para prevenir y
tratar la EA.

El uso de extractos de plantas que contienen compuestos polifendlicos o flavonoides han
tenido una importancia farmacoldgica en la EA, debido a sus diferentes propiedades anti-
inflamatorias, anti-oxidantes y entre otras (Costa et al., 2016). Por lo que, las diferentes
propiedades de estos compuestos pueden ayudar a mejorar la EA, a través de una
disminucién en la inflamacion y un aumento en la capacidad fagocitica de células de la
microglia.

Existen reportes del uso de extractos de Malva parvilora donde se le atribuyen
propiedades anti-inflamatorias y anti-microbianas (Shale et al., 2005). Adicionalmente,
se le ha atribuido un efecto neuroprotector al mejorar el aprendizaje de ratones
inyectados con el péptido BA (Aslam y Sial, 2014). En el presente estudio, se determino
el efecto anti-inflamatorio del EHA de M. parviflora sobre células de la microglia en

ratones modelo de la EA 5xFAD.

De acuerdo con el analisis fitoquimico del EHA de M. parviflora, se determind la presencia
de acido oleandlico, escopoletina, flavonoides y polifenoles. Estos compuestos tienen
propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes (Caltana, 2015; Panda et al, 2006; Gao

et al, 2009). En un estudio el acido oleandlico fue aislado de un extracto etanolico de la
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planta Aralia cordata, se observo que tiene propiedades neuroprotectoras al; proteger la
apoptosis cultivos primarios de neuronas corticales estimulados con el péptido BA, esto
a través de inhibir la generacion de especies reactivas de oxigeno y la liberacion de
glutamato (Cho et al., 2009). Adicionalmente, en un estudio en células RAW 264.7 se
observo que el acido oleanolico inhibe la via de NF-kB a través de atenuar de la expresion
de Mafk (Hwang et al., 2014). En el caso de escopoletina que es una cumarina, se ha
demostrado tener propiedades anti-inflamatorias al disminuir la liberacion de citocinas
pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-8 a través de la inhibicion de NF-kB en
mastocitos (Moon et al., 2007).

Por otra parte, otros estudios han demostrado que los flavonoides como Quercetina y
Wogonina, inhiben significativamente la activacion de NF-kB y AP-1 en células de la
microglia activadas con LPS (Chen et al., 2005b; Lee et al., 2003). De acuerdo con la
caracterizacion fitoquimica, los compuestos presentes en el EHA de M. parviflora
podrian tener una funcion sinérgica en la accion anti-inflamatoria. Se corroboro su efecto
anti-inflamatorio de los compuestos presentes en el EHA de M. Parviflora al disminuir la
activacion de NF-kB y AP-1 de manera dosis dependiente en macrofagos Raw blue.
Adicionalmente, se observo una disminucion en la activacion de células de la microglia
al atenuar la morfologia ameboide que fue inducida por LPS. Estos resultados coinciden
con los ya reportados por un grupo de investigadores, donde se demostro que el
flavonoide luteolina induce la morfologia ramificada. Sin embargo, cuando son tratadas
con LPS la morfologia cambia a una ameboidea que indica su activacion.
Interesantemente ellos observaron que cuando las células de la microglia son co-
tratadas con LPS+Luteolina, disminuye su morfologia ameboidea y aumenta la
morfologia ramificada, adicionalmente ellos observaron que luteolina aumenta los niveles

de genes anti-inflamatorios (Dirscherl et al., 2010).

Por otra parte, se ha reportado que un exceso en la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a e IL-1B provoca una baja regulacion de receptores
involucrados en la capacidad fagocitica de la microglia, o que promueve la deposicion
del BA y por lo tanto a la contribuciéon de la neurodegeneracion (Hickman et al., 2008).

Adicionalmente, un grupo de investigadores demostré que las células de la microglia de
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ratones 5xFAD de 6 meses de edad, pierden la capacidad de fagocitar el péptido BA, lo

que promueve la formacion de placas BA (Hellwig et al., 2015).

En este estudio se observo, que existe una tendencia en la disminucion de la capacidad
fagocitica en las células de la microglia aisladas de ratones 5xFAD adultos de 8 y 10
meses de edad en comparacién con los ratones silvestres. La comparacion del
porcentaje de fagocitosis no fue significativa, ya que al ser aisladas las células de la
microglia fueron removidas del ambiente pro-inflamatorio y posiblemente esto contribuyo
a una mejora en la actividad de las células de la microglia. Varios estudios han
demostrado que el uso de compuestos o citocinas con efecto anti-inflamatorio,
promueven la capacidad fagocitica de células de la microglia (EI-Shimy et al., 2015)
(Koenigsknecht-Talboo y Landreth, 2005).

Basados en la propiedad anti-inflamatoria del EHA M. Parviflora, se decido demostrar si
la capacidad fagocitica de células de la microglia de ratones 5xFAD adultos de 8 y 10
meses de edad puede ser restaurada por el EHA M. parviflora, ya que se observé un
incremento significativo en el porcentaje de fagocitosis medido por su capacidad para
internalizar bacterias. Estos datos indican que el EHA M parviflora regula la capacidad
fagocitica de células de la microglia. Esta idea es apoyada por estudios previos en el
grupo que demostraron que los ratones 5xFAD administrados con el EHA M. parviflora,
muestran una menor deposicion de placas BA en corteza e hipocampo (Tesis de Maestria
Itzia Jimenez Ferrer, 2012). Por lo que se decidid corroborar los datos e interesantemente
observamos una mayor deposicion de células de la microglia alrededor de las placas, lo
gue nos sugiere que el EHA de M. parviflora podria estar promoviendo la fagocitosis de
placas BA. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en el marcador de fagocitosis
TREM2 en corteza de ratones 5xXFAD. Esto sugiere que es necesario buscar nuevas

moléculas que estén involucradas en la regulacion de la fagocitosis.

Adicionalmente se ha reportado que la respuesta inflamatoria en la EA incluye cambios
en la morfologia de la microglia que van desde una célula ramificada “reposo” hasta una
con morfologia ameboide “activada” (Glass et al., 2010). De acuerdo con esto, los
experimentos in vitro e in vivo, refuerzan el efecto anti-inflamatorio de los compuestos

presentes en el EHA de M. parviflora, ya que se observd una disminucion en la morfologia
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ameboide de células de la microglia y un incremento de la morfologia ramifica en cultivos
primarios de microglia que fueron estimulados LPS. Estos datos son apoyados por los
experimentos in vivo, ya que se observé una disminucion en la morfologia ameboide y
un incremento en la morfologia ramificada de células de la microglia en la zona del
hipocampo de ratones 5xFAD. Estos datos fueron corroborados al observar una
disminucién significativa en los niveles del marcador de activacién pro-inflamatorio CD86
en células de la microglia de la corteza de ratones 5xFAD. Adicionalmente, varios grupos
de investigacion han reportado que la inhibicion de marcadores M1 como CD86 en
células de la microglia, pueden contribuir a una mayor capacidad fagocitica de células
de la microglia, ya que se ha observado un incremente en la fagocitosis de oligomeros
BA (EI-Shimy et al., 2015; Hjorth et al., 2013).

Todavia no hay una terapia exitosa disponible para detener y revertir la
neurodegeneracion en la EA, pero las evidencias experimentales nos llevan a concluir
que el mejor tratamiento para la EA, puede ser el consumo de compuestos con
propiedades anti-inflamatorias. En este trabajo se demostré que el EHA de M. parviflora
tiene compuestos con propiedades anti-inflamatorias, al disminuir significativamente la
expresion del marcador pro-inflamatorio CD86 en células de la microglia de la corteza de
ratones 5xFAD, adicionalmente en macréfagos Raw Blue se observo la inhibiciéon de
factores de transcripcion NF-kB/AP-1, que estan involucrados en la respuesta
inflamatoria. Basados en antecedentes donde se ha observado que el exceso de
mediadores pro-inflamatorios contribuye al deterioro de la capacidad fagocitica de la
células de la microglia (Hickman et al., 2008). Se propone que la inhibicién de la
respuesta inflamatoria por el EHA M. parviflora ayuda a la restauracién de la capacidad
fagocitica de células de la microglia de ratones adultos 5xFAD y por consiguiente puede

atenuar el desarrollo de la EA.
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IX. Conclusiones

Dado a los resultados obtenidos podemos concluir:

Los cultivos primarios aislados estan enriquecidos con células de la microglia y son

funcionales al responder estimulos pro-inflamatorios.

El extracto hidroalcohdlico de Malva parviflora tiene un efecto anti-inflamatorio al
disminuir la activacién de factores de transcripcion (NF-kB y AP-1) relacionados con la

respuesta inflamatoria.

El extracto hidroalcohdlico de M. parviflora regular la activacion de células de la microglia,

al disminuir la morfologia ameboide que se ha asociado a su estado de activacion.

El extracto hidroalcohdlico de M. parviflora promueve la organizacion del citoesqueleto y

aumenta la capacidad fagocitica de células de la microglia de ratones neonatos CD1.

El extracto hidroalcohdlico de M. parviflora restaura la capacidad fagocitica de células de

la microglia de ratones 5xFAD.

El extracto hidroalcohdlico de M.parviflora promueve la morfologia ramificada de células
de la microglia y aumenta las células de la microglia alrededor de las placas BA en

corteza e hipocampo de ratones 5xFAD.

El extracto hidroalcohdlico de M.parviflora tiene un efecto anti-inflamatorio al disminuir el

fenotipo M1 en células de la microglia de la corteza de ratones 5xFAD.
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X. Perspectivas

A pesar de tener evidencias del efecto anti-inflamatorio del EHA M. parviflora, al
disminuir la activacion de factores de transcripcion (NF-kB y AP-1) que estan
involucrados en la respuesta inflamatoria en macrofagos y atenuar la activacion de
células de la microglia al disminuir la morfologia ameboidea de células de la microglia.
Es necesario determinar niveles de mediadores pro-inflamatorios o anti-inflamatorios en
los cultivos primarios de microglia y en ratones 5xFAD, asi como también es necesario
determinar otras posibles mecanismos sobre los cuales EHA M. parviflora esta
ejerciendo su efecto. Para ello, se propone determinar los niveles de moléculas que
participan en la respuesta inmune como JNK, AKT, componentes del inflamasoma
NALP3 (Caspasa 1, IL1B, ASC).

Anteriormente en el laboratorio se demostrd el efecto neuroprotector del EHA de M.
parviflora en ratones 5xFAD, al mejorar la capacidad cognitiva. Sin embargo, el
mecanismo por el que el extracto ejerce la neuroproteccion es desconocido. Por lo que,
se considera que es necesario medir niveles de moléculas que estén involucradas en la
neuroproteccion y proceso de aprendizaje como CREB y BDNF en tejido de ratones
5xFAD.

Setiene evidencias de que el EHA M. parviflora regula la capacidad fagocitica de cultivos
primarios de microglia de ratones neonatos y ratones adultos 5xFAD. Adicionalmente,
estos datos correlacionan con una disminuciéon en la deposicion de placas BA en la
corteza e hipocampo de ratones 5xFAD. Se observo un aumento en células de la
microglia alrededor de las placas BA. Por lo que consideramos, que es hecesario
determinar si el extracto, aumenta la capacidad fagocitica en las células de la microglia
de ratones 5xFAD. Para ello se propone realizar tinciones en cortes histologicos de
ratone 5xFAD y evaluar moléculas que estan involucradas en el proceso de fagocitosis

como CD68, asi como también realizar contenciones en células de la microglia y un
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anticuerpo especifico que reconozca al péptido BA. De esta manera se determinara si las
células de la microglia que estan alrededor de las placas estan fagocitando.

Finalmente proponemos determinar la concentracion de los compuestos presentes en el
extracto y determinar el efecto de compuestos Unicos en células de la microglia y en
ratones 5xFAD.
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XIl. Anexos

XI.1. Generacién del Extracto Hidroalcohdlico de Malva parviflora

La extraccion se realizé por maceracion exhaustiva en etanol al 60%, toda la noche y fue
colectado, y a partir de este macerado se genero el extracto hidroalcohdlico. El extracto
se concentro a presion reducida en un evaporador rotatorio, finalmente fue liofilizado. Se
caracterizé en cuanto a sus propiedades farmacoldgicas y quimica. Por ensayos de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se determiné la presencia de compuestos

polifenolicos (Tesis de Maestria, Itzia Jimenez Ferre, 2012).

X1.2. Cultivo Primario

Los cultivos primarios de microglia fueron obtenidos de cerebro total de ratén de 2 cepas
diferentes CD1 (P1/P3) y adultos 5xFAD (5/8 meses). Los cerebros de neonatos fueron
disectados y se removieron las meninges por rodamiento en papel filtro estéril,
posteriormente se lavaron 2 veces con PBS, los cerebros limpios fueron triturados con
tijeras. La digestién enzimatica se realizé con una mezcla de Tripsina tipo Il (0.25mg/ml)
y DNasa tipo | (0.28 mg/ml) durante 30 min a 37°C (1 ml por cerebro). Para inhibir la
reaccion se agrego 500 ul de FBS y 100 ul de DNasa tipo | (por cada ml de la mezcla de
digestion). La suspension celular se dispersd con pipetas Pasteur de diferentes
didmetros. Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min, después se decantd
el sobrenadante y se resuspendié el pellet en un 1 ml de medio DMEM/F12,
suplementado al 10% FBS, 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina) y 1% de
glutamina, finalmente se sembré una densidad de 2 cerebro por caja (100 mm?2). A las
24h fueron lavados con PBS y se agregd medio fresco. Los cultivos mixtos (astroglia y
microglia) fueron mantenidos durante 8 dias. El aislamiento de la microglia se realizo
por el método convencional, los cultivos fueron agitados a 200 rpm durante 5hrs a TA,
con la finalidad de remover las microglias adherentes de la monocapa de astrocitos. La
suspension celular que contiene las microglias fue recolectada y centrifugada. El pellet
fue resuspendioé en medio suplementado y se dejaron 24hrs hasta su uso.

Para el cultivo de ratones adultos, los cerebro fueron disectados y triturados. La
disociacion del tejido se realizd con ayuda del kit Neural Tissue Dissociation Kits (P),
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gue contiene papaina, para eliminar el debri se utilizaron perlas magnéticas anti-debri
Myelin Removal Beads Il, finalmente se realiz6 el aislamiento de la microglia, por
seleccion positiva con perlas magnéticas CD11b (Microglia) MicroBeads, las células
fueron sembradas y se dejaron descansar durante una semana hasta su uso. Para el
uso de cada Kit, se siguieron las instrucciones del proveedor. En ambos protocolos las
células aisladas fueron sembradas y tratadas de acuerdo al experimento

correspondiente.
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X1.3. Caracterizacion del Cultivo

2.1 Metodologia RT-PCR.

Se realizd la extraccion de RNA total de los cultivos por el Método de Tiocianato de
Guanidina, Fenol-Cloroformol (Chomczynki y Sacchi 1987). Se determiné su
concentracion en un equipo NanoDrop y se evalud su integridad en un gel de agarosa
al 0.07%. Para la reaccién de la retrotranscripcion (RT) se utilizé un 1 ug de RNA, en
la Tabla 1 se enlistan los reactivos de la mezcla y la reaccion se llevd a cabo durante 2
horas a 37°C. En la PCR se utilizé 1.5 ul de cDNA en 12.5 ul de mezcla de reaccion ver
Tabla 2. Las reacciones para cada marcador se llevaron a cabo en termociclador en la
Fig. 5 y Tabla 3, se muestran las condiciones para cada oligo utilizado. Finalmente los

productos fueron separados mediante un gel de agarosa al 2%.

Tabla 1. Mezcla de Reaccién para RT Tabla 2. Mezcla de Reaccion para PCR
(12.5 ul)
Reactivo 1x Reactivo 1x
H20 DEPC 8.9 ul H20 8.25 ul
Buffer RT 6 ul Buffer 1.25 ul
DTT 3ul MgCl2 0.625 ul
dNTPs 0.6 ul dNTPs 0.25 ul
Oligo dt 1ul Oligo Forward  0.25 ul
Enzima RT 0.5 ul Oligo Revers 0.25 ul
RNA (1 ug) 12 ulen H20 Amplificasa 0.125 ul
DEPC cDNA 15l

Fig. 15y Tabla 3. Programas del termociclador para los diferentes oligos utilizados

Oligo Tm Tiempo | # de | Tamafo
Ciclos pb

Nef 58°C | 45~ 30 233

F4/80 64°C | 1° 30 555

GFAP 68°C | 1° 30 310

Actina | 60°C | 30" 27 238
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Inmunofluorescencia

Las células fueron fijadas con PFA al 4% durante 30 min y se lavaron 2 veces con PBS
para eliminar cualquier resto del fijador, se permeabilizaron con triton al 0.1% en PBS
durante 30 min a TA y se lavaron 2 veces con PBS. El bloqueo se realizé con PBS-
albumina al 10% por 1 hr a TA, las células se volvieron a lavar. Posteriormente se incubo
con anti-F4/80 y anti-GFAP a una dilucion 1:200 en el buffer de dilucién que contiene
PBS con albumina al 5% vy tritdbn al 0.1% toda la noche a 4°C, posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI en la oscuridad
durante 15 min en PBS-tritébn al 0.1% en una dilucion 1:2000. Los anticuerpos
secundarios se incubaron durante 1h en buffer de dilucién, se utilizaron Alexa Flour 594
(Microglia) y Alexa Flour 488 (Astroglia) y se protegieron de la luz, posteriormente se
hicieron 3 lavados, finalmente se agreg6 PBS y se analizaron en el Microscopio

Confocal.

Citometria de Flujo

En un tubo eppendorf se transfirio la suspension celular (250000 cels), que fue colectada
durante la agitacion. Para parar el metabolismo celular se agregd 1 ml de solucion Facs
(Sol Facs Juice) al 2%. Las células fueron centrifugadas durante 5 min a 1200 rpm a 4°C,
se elimind el sobrenadante. El bloqueo se realizé por 30 min a 4°C con 50 ul de FBS
diluidos en Facs (1:10), las células fueron centrifugadas nuevamente y el sobrenadante
se decantado. La tincion de las células, se realizé con anti-CD11b acoplado a Alexa Flour
488 a una dilucién 1:2000 en 100 ul de Sol Facs, se realiz6 su incubacion en la oscuridad
durante 20 min a 4°C, posteriormente se agregd 1 ml de Sol Facs y se centrifugo
nuevamente. El pellet se resuspendié en 100 ul de Sol Facs y las células fueron fijadas
con PFA al 4%. Finalmente se incubaron a 4°C protegidas de la luz, hasta ser pasadas

por el citometro.

Xl.4. Inmunofluorescencia de tejido

Se realizaron co-tinciones en los tejidos, para visualizar las células de la microglia y las
placas BA. Primero se marcaron cajas de 24 pozos para cada condicion y se puso 500
ul de PBS-T para poner los cortes. Posteriormente se realizé la recuperacion antigénica

mediante calor usando citrato de sodio, para este paso se pusieron los cortes de cada
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condicion en un porta objetos con una gota de citrato de sodio, para generar el calor se
puso la mitad de citrato de sodio en un vaso y se puso una caja de vidrio boca abajo, se
calento el microondas a una potencia de 7 durante 5 min, los tejidos se pusieron de vuelta
en la caja de 24 pasos en PBS-T. Posteriormente incubo con la solucion de bloqueo
durante 1h a TA y se puso el anticuerpo primario anti-lba1 en una solucion de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Después del anticuerpo primario los tejidos se lavaron 3
veces con PBS-T. Se realizé la incubacion del anticuerpo secundario acoplado a Alexa
Fluor 5 en la solucién de bloqueo durante 1h a TA, protegido de la luz y se volvio a lavar.
Después se realizo la tincion con tioflavina S, el colorante de tioflavina S al 1%. Primero
los cortes se pusieron en 5 min de colorante, posteriormente se realizaron lavados
consecutivos: 10-30 seg de alcohol al 80%, 3 min de alcohol al 70% y 10 seg de agua

destilada. Finalmente los cortes se montaron

Tabla 4. Soluciones para inmunofluorescencia

Soluciones

PBS

PBS-T PBS 1x, 0.25% Tritén
Citrato de Sodio 10mM pH 6

Solucion de Bloqueo | PBS 1x, 0.25% Tritén, 1% BSA

Tioflavina S al 1% 0.5 grs en 50 ml de agua destilada
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