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ABREVIATURAS

EA: Enfermedad de Alzheimer

ABOs: Oligobmeros solubles del péptido beta amiloide

SAC: S-alil-cisteina

AGE: Extracto de ajo envejecido

IP3R: Receptor de Inositol 1,4,5 Trifosfato

VDACI1: Canal de Aniones Dependiente de Voltaje 1

LTP: Potenciacion a largo plazo

AP: Péptido beta amiloide

APP: Proteina precursora amiloide

NFT: Ovillo neurofibrilares

APPsye: Proteina precursora amiloide mutante K670/M671

ROS: Especias reactivas de oxigeno



ATP: Adenosina trifosfato

SNC: Sistema nervioso central

Mnf1: Mitofusina 1

DRP1: Proteina 1 relacionado con la dinamina

SIRT1: Sirtuina 1

PGC-1a: Coactivador la del receptor y activado de proliferacion de

peroxisomas

RE: Reticulo endoplasmico

UPR: Respuesta a proteinas mal plegadas

APPsa: Fragmento soluble de APP producido por a secretasa

AICD: Dominio intracelular de proteina precursora amiloide

BACET1: B-secretasa

APPsp: Fragmento soluble de APP producido por P secretasa

AP4o: Péptido beta amiloide de 40 aminoacidos

ApP42: Péptido beta amiloide de 42 aminoécidos



DA: Dopamina

EGCG: Galato de epigalocatequina

NMDA: N-metil-D-aspartato

AMPA: Acido a.amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico

MAMs: Membranas de reticulo endoplasmatico asociadas a mitocondrias

PERK: Proteina quinasa activada por ARN (PRK) de doble funcién similar

a la quinasa del reticulo endoplasmico

Bip: Proteina de union a inmunoglobulina

IRE1a: Quinasa transmembrana/endoribonucleasa 1a que requiere inositol

VDAC:s: Canales de aniones dependientes de voltaje

STZ: Estreptomicina

SAM: Ratones de senescencia acelerada

BRL-3A: Cé¢lula tipo fibroblasto aislada de higado de rata

SOD: Superoxido dismutasa

CAT: Catalasa



GPx: Glutation peroxidasa

GRx: Glutaredoxina

MCAO: Oclusion de la arteria cerebral media

FBS: Suero bovino fetal

HS: Suero de caballo

DMSO: Dimetilsulfoxido

PBS: Buffer de fosfatos

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona

TBS: Solucion salina tamponada con Tris

mPTP: Poro de transicion mitocondrial



RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es wuna enfermedad
neurodegenerativa, y para la cual no existe tratamiento efectivo. Se caracteriza
por la muerte neuronal, y se ha postulado como principal agente neurotoxico a

los oligbmeros solubles del péptido beta amiloide (ABOs).

Esta tesis nos centramos en el estudio y evaluacion del efecto protector
de la S-alil-cisteina (SAC); una molécula de origen natural encontrada en el
denominado ajo envejecido (AGE), para la cual se han descrito multiples

propiedades.

Se evaluo el efecto protector de SAC a la toxicidad amiloide. En primer
lugar, evaluamos la perdida de viabilidad en células PC-12 inducida por los
ABOs (0,5uM, 24hrs), mediante la técnica de MTT y un kit denominado
Live/Dead. Utilizando esta aproximacion observamos que el pretratamiento de
SAC por 24 horas ejercid6 un efecto protector frente a los APOs en las
concentraciones entre 0,1uM y 1uM. Posteriormente, se evaluaron los niveles
de IP3R (Receptor de Inositol 1,4,5 Trifosfato) y VDACI (Canal de Aniones
Dependiente de Voltaje 1) por medio de Western Blot € inmunocitoquimica, ya

que estos canales se han involucrado en la dishomeostasis del Ca*? intracelular
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(Atakpa-Adaji and Ivanova 2023). Los resultados obtenidos para IP3;R no fueron
concluyentes, sin embargo, al evaluar VDACI, pudimos determinar que SAC
fue capaz de evitar el incremento de los niveles de esta proteina. Finalmente, se
evalu6 mediante inmunocitoquimica el tamafio de las mitocondrias utilizando
como marcador de este organelo TOM20. Observamos que SAC logré prevenir
el cambio estructural mitocondrial por los ABOs, a las concentraciones de 0,5 y
1 uM. Por tltimo, se estudio la capacidad de SAC para evitar la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial producto de ABOs, por medio de la sonda
comercial JC-1 se determind que SAC fue efectivo para evitar la disminucion

del potencial de membrana mitocondrial.

Estos resultados sugieren que el pretratamiento con SAC ejercié un efecto
protector contra los APOs, mediado por la modulacion de los niveles de
VDACI. Ademads, previno el cambio en la morfologia mitocondrial y la
disminucion del potencial de membrana mitocondrial, por lo tanto, es viable

seguir explorando los efectos protectores de SAC frente a la toxicidad amiloide.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder for which there is
currently no effective treatment. It is characterized by neuronal death, and
soluble beta-amyloid peptide oligomers (ABOs) are postulated as the primary

neurotoxic agents.

This thesis will focus on evaluating the protective effect of S-allyl cysteine
(SAC), a naturally occurring molecule found in aged garlic extract (AGE),

which has been described to possess multiple properties.

The protective effect of SAC against amyloid toxicity was assessed. Firstly, we
evaluated the loss of viability in PC-12 cells induced by ABOs (0.5 uM, 24 hrs)
using the MTT technique and a kit known as Live/Dead. Using this approach,
we observed that pre-treatment with SAC for 24 hours exerted a protective
effect against APOs at concentrations between 0.1 uM and 1 uM. Subsequently,
the levels of IP3R (Inositol 1,4,5 Trisphosphate Receptor) and VDACI
(Voltage-Dependent Anion Channel 1) were evaluated through Western Blot
and immunocytochemistry, as these channels have been implicated in
intracellular Ca2+ dyshomeostasis (Atakpa-Adaji and Ivanova 2023). The
results obtained for IP3R were inconclusive; however, when evaluating
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VDACI, we determined that SAC was capable of preventing the increase in the
levels of this protein. Finally, mitochondrial size was assessed via
immunocytochemistry using TOM20 as a marker for this organelle. We
observed that SAC prevented the mitochondrial structural change induced by

APBOs at concentrations of 0.5 and 1 uM.

Lastly, the ability of SAC to prevent the reduction in mitochondrial membrane
potential induced by ABOs was studied. Using the commercial probe JC-1, it
was determined that SAC was effective in preventing the decrease in

mitochondrial membrane potential.

These results suggest that pre-treatment with SAC exerted a protective effect
against ABOs, mediated by the modulation of VDACI levels. Furthermore, it
prevented the change in mitochondrial morphology and the reduction in
mitochondrial membrane potential. Therefore, it is feasible to continue

exploring the protective effects of SAC against amyloid toxicity.
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Figura 1. Modelo planteado del efecto de S-alil-cisteina protector preventivo
contra la toxicidad inducida por los oligobmeros solubles del péptido beta
amiloide. 1) Los ABOs inducen un poro en la membrana plasmatica de las
células, que permite el ingreso de Ca*? al medio intracelular, 2) Se produce un
incremento de las especies reactivas del oxigeno, 3) Las mitocondrias son
dafiadas por el estrés oxidativo, desencadenando en mitocondrias
disfuncionales, 4) Aumento en la expresion de VDACI, 5) Muerte de las
células. Se propone que SAC es capaz de evitar este incremento en las especies
reactivas del oxigeno y de esta forma protegiendo a las mitocondrias, lo que

desencadena en una disminucidon en la muerte celular.
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1- INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es wuna enfermedad
neurodegenerativa, y se encuentra clasificada dentro del grupo de las
demencias, siendo la que tiene la mayor incidencia en todo el mundo,
representando aproximadamente el 70% de los casos (2021 Alzheimer's
disease facts and figures' 2021). El nimero de personas diagnosticadas con
demencia continua creciendo, y se espera que para el afio 2050 (Scheltens et al.
2016), la cifra de pacientes con EA sea aproximadamente de 152 millones de
personas (Collaborators 2022). En la actualidad no se dispone de un tratamiento
efectivo para esta patologia, por esta razdén resultan fundamentales las

investigaciones que buscan una posible alternativa terapéutica.

El envejecimiento es un proceso fisiolégico multifactorial complejo,
caracterizado por un desgaste del funcionamiento fisioldégico, en conjunto con
un incremento en la vulnerabilidad del cuerpo contra organismos patogenos y
factores ambientales (Dabravolski et al. 2022). Esto es relevante en el caso de
la EA, porque precisamente el riesgo de padecer esta enfermedad incrementa

con la edad (Reitz et al. 2023).

Entre las principales caracteristicas de esta enfermedad se presentan

cambios en el comportamiento, afasia y una pérdida de memoria de forma
15



progresiva que genera dependencia en los pacientes (Ai et al. 2021). Estos
sintomas derivan de una pérdida de la plasticidad sindptica focalizada en el
hipocampo (Fukumoto et al. 2014),lo que luego evoluciona y afecta otras areas
del cerebro, como la corteza entorrinal lateral y motora (Young 2020). El dafio
en la corteza y en el hipocampo conllevan una disminucion en la potenciacion
a largo plazo (LTP) y un deterioro cognitivo progresivo (Ferreira et al. 2015;

Ricciarelli and Fedele 2017).

Existen diversos eventos caracteristicos en la fisiopatologia de la EA,
como la pérdida de la funcion mitocondrial (Jeong et al. 2022), la disminucion
de la autofagia y el clearance lisosomal (Xu et al. 2022), la neuroinflamacion,
hipoxia (Hambali et al. 2021) y dafo oxidativo (Yoshida et al. 2022). Sin
embargo, el eje mas estudiado son los agregados proteicos extracelulares e
intracelulares, biomarcadores de la EA (Koopman, Ferrari, and Rudiger 2022).
Especificamente, la acumulacion de péptido beta amiloide (AP) en placas
seniles y los agregados intracelulares de la proteina Tau hiperfosforilada, en
forma de ovillos neurofibrilares (NFT) (Mukherjee et al. 2021). Cabe destacar
que los NFT y las placas amiloides son los marcadores histopatologicos clasicos

utilizados para el diagnostico post mortem en cerebros de pacientes con EA

(Winder et al. 2022).
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AP se ha estudiado como el principal agente patologico de la EA, bajo la
denominada hipétesis amiloidogénica. Este péptido proviene del clivaje de la
proteina precursora amiloide (APP); proteina transmembrana que se expresa en
diversos tejidos, principalmente el sistema nervioso central (Haass et al. 2012),
pero de igual manera lo hace en el sistema nervioso periférico y en otros érganos
(van der Kant and Goldstein 2015). Si bien esta proteina se identifico hace mas
de 40 afos su funcion fisiologica no estd totalmente clara, pero si se ha
demostrado se ha relacionado su importancia en las etapas de desarrollo (Dunot
et al. 2023). Se ha descrito el caso de un infante de 20 meses de edad con una
mutacion homocigota en el N-terminal de APP, lo que hace que esta proteina
no se exprese y el paciente presenta problemas en el desarrollo, microcefalia,
convulsiones y malformacion del cuerpo calloso en el cerebro (Klein et al.
2016), lo cual refuerza que, aunque no se sepa claramente su funcion fisiologica,
claramente parece ser fundamental para un correcto desarrollo del sistema

nervioso central.

APP es una glicoproteina (Muller, Deller, and Korte 2017) que forma
parte de una familia compuesta por otras 2 proteinas con una alta homologia de
secuencia, se presentan 3 isoformas de APP en mamiferos, siendo APP695 la

mas estudiada y la que principalmente se expresa en neuronas (Dunot et al.
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2023), ademas estd incrementada tanto en las sinapsis excitatorias como
inhibitorias (Klein et al. 2016). El dominio C-terminal de APP (AICD) se ha
descrito que puede interactuar con diversas proteinas transductoras de sefiales,
por otra parte, este dominio es importante para el transporte y endocitosis de
APP (Muller, Deller, and Korte 2017). Como APP no posee actividad
enzimatica y, tanto los dominios extra e intracelulares estdn involucrados en
funciones biologicas, se ha propuesto que APP vincula senales extracelulares,
como pueden ser union de ligandos, a diversos tipos de sefalizacion
intracelular, como a través de interaccidon con proteinas de andamiaje,
regulacion del Ca*, interaccion con el citoesqueleto y con proteinas quinasas

(Muller, Deller, and Korte 2017).

Se ha descrito que la sobreexpresion de una mutante de APP (APPgwe) en
c€lulas PC-12 produce un incremento en los niveles de estrés oxidativo y
disfuncién mitocondrial, elevando los niveles de ROS y disminuyendo la
produccion de ATP (Mohamed Asik et al. 2021). La sobreproduccion de ROS
observada en pacientes con EA resulta en pérdida de funcion mitocondrial,
pérdida de la homeostasis celular, incremento de liberacidon de factores
inflamatorios y un incremento en la acumulacion de péptido APy p-Tau (Zhou

et al. 2023). Se establecio el sistema nervioso central (SNC) como el sistema

18



con mayor susceptibilidad a este fendémeno, debido a su alta demanda de
oxigeno para su funcionamiento (Ebrahimi and Golestani 2022). Por lo anterior,
se ha postulado el desbalance de la homeostasis del péptido A como una de las
hipotesis etioldgicas que contribuye a explicar el inicio de la enfermedad (Lloret

et al. 2021).

En la teoria amiloidogénica se responsabiliza al péptido AP como el
inductor del estrés oxidativo mitocondrial, por ser causante de cambios
morfologicos en las mitocondrias, afectando los niveles de proteinas claves en
la dindmica mitocondrial como Mfnl, DRP1, SIRT1 y PGC-1a, lo cual conduce
a la perdida de la funcion mitocondrial (Panes et al. 2020). En linea con esta
perspectiva, la terapia antioxidante ha emergido como wuna estrategia
prometedora en el tratamiento de la EA. La aplicacion de terapias antioxidantes
busca contrarrestar los efectos nocivos del estrés oxidativo en las mitocondrias
y otras estructuras celulares. Al reducir la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno y peroxidacioén lipidica, se espera preservar la funcion mitocondrial y,

por ende, mantener la viabilidad neuronal y cognitiva. (Yin et al. 2022).

Por otra parte, se ha descrito que los depositos de AP y tau inducen un
fenomeno denominado estrés del reticulo endoplasmico (estrés RE) y la

respuesta adaptativa llamada respuesta a proteinas mal plegadas (UPR)
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(Ajoolabady et al. 2022). Se ha asociado una sobreactuacion de la UPR con los
eventos de muerte neuronal (Ajoolabady et al. 2021). Se ha establecido que
compuestos derivados de origen natural que sean capaces de aliviar los
fenomenos de estrés RE podrian servir para potenciales acciones terapéuticas
enfocadas en la respuesta UPR en la EA (Ajoolabady et al. 2022). Como
Berberina, que es un alcaloide natural presente en las plantas del género
Berberis que mostro ser capaz de aliviar déficits de memoria, dafio neuronal, y
fue capaz de reprimir la transcripcion de genes asociados con el estrés del RE

en un modelo murino de diabetes tipo 2 y Alzheimer (Xuan et al. 2020).

1.1. Hipotesis amiloidogénica

La etiologia de la EA aun no se comprende completamente; sin embargo,
la evidencia sugiere que los eventos patologicos caracteristicos de la EA son el
mal plegamiento, agregacion y deposicion patoldgica del péptido AP y de Tau
en el cerebro (Moreno-Gonzalez et al. 2021). No obstante, varios estudios
afirman que el principal causante de la fisiopatologia de la EA son los
oligobmeros solubles del péptido beta amiloide (APOs), que han sido

catalogados como el principal agente toxico (Habiba et al. 2020).
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AP pasa por varios estados de agregacion hasta alcanzar las denominadas
placas seniles, desde los pequefios monomeros, los ABOs, protofibrillas, y las
fibrillas que forman finalmente las placas neuriticas (Ono 2018). AP se origina
desde la proteina precursora amiloide (APP), que participa en la regulacion de
la sinapsis, la plasticidad neuronal y la exportacion de hierro (Chen et al. 2013).
APP puede ser procesada por dos vias, una via no amiloidogénica que ocurre
principalmente en la membrana de las cé€lulas, en la cual participan las enzimas
oy y secretasa para producir el fragmento APP soluble alfa (APPsa), el dominio
intracelular amiloide (AICD) y el péptido p3. Mientras que la via
amiloidogénica (productora del péptido AP, se lleva a cabo principalmente en
endosomas tempranos (Small and Gandy 2006), donde se ve favorecida su
reaccion debido a que se encuentra un pH mas acido que el citoplasmatico
(Long and Holtzman 2019). APP sufre un clivaje por dos enzimas, primero por
B-secretasa (BACE1) y luego por y-secretasa, para generar el fragmento APP
soluble beta (APPsp), AICD y AB. La enzima y-secretasa produce AP de
distintas longitudes, siendo las especies mas comunes las de 40 y 42
aminoacidos (APso y APa2, respectivamente) (Dunys, Valverde, and Checler
2018). APso es generada en mayor proporcidon por las neuronas, pero A4,

gracias a 2 residuos hidrofobicos en el C-terminal, presenta una mayor
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tendencia a estados de agregacion superior (Walker 2020; Holtzman, Morris,
and Goate 2011). En la figura 1 se puede observar un esquema que resumen el

procesamiento de la proteina APP.

APP
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Figura 2. Procesamiento de APP (amiloidogénico y no amiloidogénico). Modificado (Arbor,
LaFontaine, and Cumbay 2016). via amiloidogénica (a la izquierda), clivaje de la proteina APP por
[B-secretasa y vy-secretasa, conduce a la formacion del péptido AP, AICD y <APPB. via no
amiloidogénica (a la derecha), la escision de la proteina APP por la a-secretasa y y-secretasa, no

forma al péptido AP, pero si lleva a cabo la formacién del péptido p3, AICD y sAPPPa.
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ABOs se acumulan de forma temprana en la EA y se ha determinado de
forma experimental que pueden causar disfuncién cognitiva y pérdida de
memoria en la EA (Cline et al. 2019). Se ha estudiado la capacidad de diferentes
compuestos para desagregar las placas amiloides, enfocdndose en las fibrillas y
de esta forma disminuir la citotoxicidad de AP (Kaku, Tsukakoshi, and
Ikebukuro 2021). Entre los compuestos utilizados se encuentran dopamina
(DA) y epigalocatequina-3-galato (EGCG); sin embargo, pese a que estas
moléculas desagregan las fibrillas, se observé un incremento en la citotoxicidad
de AP. Esto refuerza la idea de que los oligbmeros solubles presentan un nivel
mayor de toxicidad (Kaku, Tsukakoshi, and lkebukuro 2021), dado que al
desagregar las fibrillas y producir ABOs se observé una potenciacion del efecto

toxico.

Especificamente los ABOs se han caracterizados por su pequefio tamafio
y solubilidad, y exhiben una mayor concentracion en las proximidades de las
placas amiloides. Estos ABOs han sido sefialados como los principales agentes
responsables del impacto téxico atribuido a este péptido (Walker 2020), debido
a que, entre otros efectos, tienen la particularidad de establecer estructuras tipo
poro en las membranas de las neuronas, conduciendo a una pérdida de

homeostasis del Ca™ (Pannuzzo 2022). Se ha descrito que los ABOs producen
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un aumento en la concentracion de Ca*? intracelular, lo que activa las respuestas
de estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmico, conduciendo finalmente a

la apoptosis (Arbor, LaFontaine, and Cumbay 2016).

Los poros formados por los ABOs pueden estar compuestos por 4 a 5
oligbmeros de AP (Jang et al. 2010). Por medio de simulaciones
computacionales se sugirid6 que el didmetro interno de este poro es de
aproximadamente 1.6nm (Jang et al. 2010), donde se ha descrito que presenta
una permeabilidad preferente de Ca*™ y potasio sobre la de sodio (Matthes and
de Groot 2023). Otro posible mecanismo de los ABOs es su capacidad de
interactuar con diferentes proteinas de membrana encargadas del transporte de
Ca*? como los receptores de NMDA, PrPc y AMPA entre otros (Chami and

Checler 2020).

Por lo tanto, la formacion de poros y la alteracion del equilibrio del Ca™
intracelular por los ABOs desencadenan eventos moleculares que contribuyen
al estrés mitocondrial y del reticulo endoplasmatico, desencadenando

finalmente el proceso apoptotico en las neuronas afectadas por la EA.
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1.2. Estrés del reticulo endoplasmico en EA

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo que regula la sintesis y el
trafico de proteinas, la respuesta de las c€lulas a estrés, los niveles intracelulares
de Ca™ y los cambios en la glicosilacion proteica (Gao and Xu 2021). Si bien
el reticulo endoplasmico es el mayor reservorio de Ca*? intracelular, este
presenta contactos con otros organelos entre los que destacan las mitocondrias
(Callens, Loncke, and Bultynck 2022). El reticulo endopldsmico y las
mitocondrias son organelos mdviles que pueden localizarse para facilitar la
interaccion entre ellos (Lackner and Voeltz 2017), esta interaccion se denomina
MAMs (del inglés mitochodria associated membranas)y se encargan de regular
procesos como el metabolismo mitocondrial, la produccion de energia, la
respuesta al estrés del RE, sintesis de lipidos y sefializacion apoptotica (Pinton

2018).

El estrés del RE produce una desregulacion funcional, cambios
estructurales en los circuitos nerviosos en la etapa de desarrollo y en los
sistemas nerviosos maduros, apoptosis neuronal y excitotoxicidad, por lo cual
tiene un papel importante en las enfermedades neurodegenerativas, como la EA

(Mattson et al. 2000). Este fendmeno interfiere con funciones centrales como lo
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es el plegamiento y sintesis de nuevas proteinas de membrana y secretoras

(Paschen and Mengesdorf 2005).

Han sido descritos distintos desencadenantes de estrés del RE, entre los
que reportan mutaciones genéticas, como en el gen SODI1, que se relaciona con
esclerosis lateral amiotrofica (ALS) (Ghemrawi and Khair 2020), también se ha
relacionado la mutacion de Alzheimer familiar PS1 con una mayor
vulnerabilidad en contra del estrés del RE (Katayama et al. 2004),
envejecimiento neuronal, estrés oxidativo y desregulacion del Ca™ (Ghemrawi
and Khair 2020). En este contexto, se ha documentado que el IP3R (Receptor
de Inositol 1,4,5 Trifosfato) desempeia un papel crucial, actuando como el

principal mediador entre el estrés del RE y el péptido AP (Uddin et al. 2020).

En estudios realizados en tejidos cerebrales post mortem de pacientes con
EA y en modelos animales de la enfermedad, se ha observado un aumento en la
fosforilacion de PERK y Bip (Buchanan et al. 2020; Wu et al. 2021), que son
dos proteinas del RE, por su parte PERK (Proteina quinasa activada por ARN
PRK de doble funcion similar a la quinasa del reticulo endopldsmico es una
enzima que juega un papel crucial en la respuesta del estrés del RE (Buchanan
et al. 2020), mientras que Bip (Proteina de Union a Inmunoglobulina) es una

chaperona molecular también conocida como GRP78 que participa en el
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plegamiento y la homeostasis de las proteinas en el RE (Wu et al. 2021). Lo que
nos indica que cuando existe la EA se relaciona en algin punto con la aparicion
de estrés del RE, por ende, estos hallazgos refuerzan la nocion previamente
mencionada de una estrecha relacion entre el péptido AP y el estrés del RE, ya
que en los modelos del estudios mencionado existe un incremento tanto de
PERK como de Bip, respaldando la idea de que la presencia de esta proteina
caracteristica de la EA puede estar intimamente vinculada a la perturbacion en

la homeostasis del RE (Wu et al. 2021; Buchanan et al. 2020).

En un intento de las células para contrarrestar el estrés del RE, se
desencadena un mecanismo de proteccion denominado respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR, por sus siglas en inglés), las cuales son un mecanismo de
limpieza de proteinas no-lisosomal, que tiene el potencial para inducir la muerte
celular en caso de no reestablecer la homeostasis (Viana, Nunes, and Rodrigues
2012). Por otra parte, al comenzar el estrés del reticulo endopldsmico hay un
incremento de las interacciones entre el RE y las mitocondrias como un
mecanismo adaptativo en busca de la supervivencia celular (Bravo-Sagua et al.
2019), esto debido a que estas interacciones permiten el intercambio de Ca*?, lo

cual regula la sintesis energética que ocurre en las mitocondrias (Bravo-Sagua
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et al. 2019), sin embargo, tammbién puede participar en iniciar la apoptosis

(Boehning, Patterson, and Snyder 2004).

El estrés del reticulo endoplasmico participa en una gran variedad de
funciones fisiologicas normales como el plegamiento de proteinas, el control de
calidad de estas y el correcto balance de calcio en las células, pero una variedad
de diferentes moléculas puede interferir con el correcto funcionamiento del RE
y conducir a un estrés descontrolado (Nagar et al. 2023). Bajo condiciones
fisioldgicas al iniciarse el estrés RE conlleva a la activacion de un conjunto de
sefales denominadas UPR, que buscan reparar las proteinas mal plegadas, sin
embargo, si el estrés RE esta activo de forma cronica la via UPR falla y se ha
visto que puede conducir a diferentes enfermedades neurodegenerativas como

Parkinson, esclerosis multiple y EA (Teli et al. 2023).

La progresion de la EA se categoriza de acuerdo con el avance de los
ovillos neurofibrilares en diferentes regiones del cerebro bajo lo que se
denomina estadios de Braak (Duran-Aniotz et al. 2017). Se ha observado que
en los estadios de Braak més avanzados de la enfermedad, existe un mayor nivel
de activacion de IREla, lo que se ve reflejado en un aumento de su
fosforilacion. IRE1a es una proteina censora y efectora de la sefial del estrés RE

(Ajoolabady et al. 2022).
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Se ha descrito que AP es capaz de interaccionar con proteinas
relacionadas con la homeostasis del Ca*?, especificamente proteinas encargadas
del transporte de este ion en la membrana plasmatica y en otros organelos como
el reticulo endoplasmico, el cual es el principal reservorio de Ca*? intracelular.
Dentro de estas proteinas se encuentran los IP3R, que ademas de su interaccion
directa, aumenta su expresion cuando se induce la sobreexpresion de APP, lo
que favorece el fendmeno de hiperexcitabilidad y progresion de la EA (Shao et

al. 2022).

Como se menciond anteriormente, la sobrecarga de Ca** es una de las
causas del estrés del reticulo endopldsmico (Zhao and Ackerman 2006) y se ha
explorado la alternativa de inhibir al receptor IP3 y de esta forma evitar el
incremento de Ca™ citoplasmatico. Para esto se utilizd un antagonista del
receptor IP3, denominado Xestospongin C, administrada mediante inyeccion
intracerebroventricular a ratones APP/PS1, que consiguid efectos
neuroprotectores y mejord los comportamientos cognitivos de estos animales
(Wangetal. 2019), lo que muestra lo efectivo que podria llegar a ser el mantener

inhibido este canal o disminuir su expresion.

El Ca* intracelular tiene un rol muy importante actuando como segundo

mensajero y regulando multiples funciones, entre las que destaca la liberacion
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de neurotransmisores (Adeoye et al. 2022) y plasticidad a corto plazo (Zucker
and Regehr 2002). Por lo tanto, se espera que cambios locales o a nivel
sistémico en la concentracion de Ca™ puedan afectar la transmision sinaptica y

la plasticidad neuronal (Zucker and Regehr 2002).

La evidencia presentada esclarece como la induccion del estrés en el RE
puede originarse tanto por una excesiva acumulacion de iones de calcio como
por la presencia de los ABOs. Esta interaccion puede potenciar la instigacion
del estrés del RE mediante el aumento en la concentracion de calcio en el
interior celular y, por ende, la sobreexpresion de los receptores de inositol
trisfosfato (IP3Rs), junto con otras proteinas que mantienen una conexion
directa con los ABOs. En la figura 3, se presenta un cuadro de como se puede
originar el estrés del RE y como puede conducir a diversas enfermedades

neurodegenerativas.

30



Aggregation and
misfolding of proteins

Unfolded Protein response (UPR)

Figura 3. Como se origina el estrés del reticulo endoplasmico y en que se desencadena (Ghemrawi
and Khair 2020). El estrés del RE puede originarse a partir de diferentes factores como pueden ser
mutaciones genéticas, desregulacion del Ca*2, incremento del estrés oxidativo entre otras, lo cual
provoca un mal plegamiento de proteinas en el lumen del reticulo que si no es corregido a tiempo por
las células, estas sufren de degeneracion axonal, neuroinflamacion y finalmente la muerte de las
neuronas, conduciendo finalmente a diversas enfermedades neurodegenerativas (Ghemrawi and

Khair 2020).
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1.3. Disfuncion mitocondrial en la EA

La sefializacion del Ca?*es fundamental para el correcto funcionamiento
de las neuronas y la correcta comunicacion por medio de las sinapsis, debido a
la evidencia de que este ion es fundamental para regular tanto las sinapsis
excitatorias como inhibitorias (Chapman, Nuwer, and Jacob 2022). La
desregulacion del Ca?* intracelular se ha implicado en diversas enfermedades

neurodegenerativas, incluida la EA (Ryan, Ashkavand, and Norman 2020).

Estudios anteriores han evidenciado que las alteraciones en la regulacion del
Ca’* pueden comprometer la homeostasis mitocondrial, precipitando una
cascada de eventos moleculares que contribuyen a la neurodegeneracion
caracteristica de esta enfermedad (Ryan, Ashkavand, and Norman 2020). Las
fallas en el funcionamiento de las mitocondrias se han descrito como un evento
temprano dentro de la patologia de la EA, que se puede estudiar por una
disminucion del metabolismo energético, la falla en la sefializacion de Ca®"y el
incremento de ROS (Shoshan-Barmatz et al. 2018). La mayor parte del ATP
neuronal es producida en las mitocondrias y las neuronas ocupan esta
importante molécula energética para generar los gradientes idnicos necesarios
para la transmision sindptica y mediante bombas de iones (Harris, Jolivet, and

Attwell 2012). Las mitocondrias se localizan predominantemente en las sinapsis
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para satisfacer la alta demanda energética (Harris, Jolivet, and Attwell 2012),

por ende, son necesarias para el mantenimiento de la homeostasis intracelular.

Nuestro grupo de investigacion demostrd que el tratamiento con ABOs
induce una disfuncion mitocondrial en neuronas hipocampales, ya que se
observa una disminucion del ATP disponible en el citoplasma y una
disminucion del potencial de membrana de las mitocondrias (Fuentealba et al.
2011). De igual manera, nuestro grupo de investigacion demostré que los
tratamientos con ABOs producen cambios en el tamafio y distribucion de las
mitocondrias, lo cual se relaciona con alteraciones en la proteina encargada de
la dindmica mitocondrial de fision DRP1 (Panes et al. 2020), lo cual se puede

relacionar tanto con un incremento de ROS como el desequilibrio del Ca™.

En este contexto, nuestro grupo de investigacion y otros grupos han
postulado el rol de la comunicacion RE-mitocondria en el mantenimiento de la
homeostasis del Ca™ mediante las MAMs (Ryan, Ashkavand, and Norman
2020), como se menciond anteriormente las MAMs son zonas de mayor
cercania entre el RE y las mitocondrias menores a 25nm, que existen con el fin
de ayudar a regular el metabolismo mitocondrial, la transferencia de Ca*?, la
produccion de energia, la respuesta al estrés del RE, sintesis de lipidos y

sefalizacion apoptotica (Pinton 2018). IPsR , la proteina regulada por glucosa
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75 (GRP75) y VDACI en la membrana externa de las mitocondrias, son
componentes candnicos en la transferencia de calcio en las interacciones

reticulo/mitocondrias (Atakpa-Adaji and Ivanova 2023).

Existen 3 isoformas de VDACs, siendo VDACI la mas abundante a nivel
del SNC, y la de mayor participacion en la homeostasis del Ca*? (Verma et al.
2022). VDACI regula las funciones energéticas actuando como un mediador
entre la mitocondria y el resto de la célula, ademés de estar involucrado en
procesos como el estado redox de las mitocondrias y el transporte de colesterol
(Shoshan-Barmatz et al. 2018). Estos canales regulan la entrada y salida de una
variedad de iones y metabolitos en las mitocondrias, ademas de ser responsables

de la recaptura de Ca™ en estos organelos (Ham et al. 2020).

En condiciones de estrés, VDAC1 puede aumentar su expresion y
oligomerizaciéon a nivel mitocondrial, formando un canal no selectivo en la
membrana de las mitocondrias que posibilitan la salida de proteinas pro-
apoptodticas hacia el citosol (Shoshan-Barmatz, De, and Meir 2017).
Tratamientos con APOs en cultivos de neuronas corticales generan una
sobreexpresion de VDACI, favoreciendo la muerte neuronal (Verma et al.
2022) y produciendo una sobrecarga de Ca™ en las mitocondrias (Abeti et al.

2016), lo que conduce a una despolarizacion de este organelo que se relaciona
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con una sefializacion temprana de muerte celular (Abramov, Canevari, and

Duchen 2004).

Se ha observado un incremento en los niveles de VDACI en cerebro post-
mortem de pacientes con EA (Manczak and Reddy 2012), en modelos animales
de la EA (Cuadrado-Tejedor et al. 2011) y otros modelos de enfermedades
neurodegenerativas (Bueno et al. 2015). Los altos niveles de VDACI que se
han determinado en muestras de cerebros post-mortem de pacientes con EA y
en ratones transgénicos para APP, apoyan la hipoétesis de la relacion de esta

proteina con la muerte de las neuronas en la EA (Shoshan-Barmatz et al. 2018).

Por esta razon, es posible explorar una alternativa farmacoldgica para la EA, a
través de la disminucion en la expresion de VDACI, con el fin de contrarrestar
el aumento de Ca*? y asi evitar la disfuncion mitocondrial y la consecuente

muerte neuronal.
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1.4. S-Alil-cisteina como agente protector en la EA

En la actualidad, la EA aun no tiene cura, por lo cual, es de suma
importancia explorar nuevas alternativas terapéuticas. En este contexto, los
compuestos de origen natural han demostrado tener propiedades interesantes
para disminuir el avance de esta enfermedad. Se han estudiado mezclas y
extractos de diferente origen, demostrando su capacidad neuroprotectora en

estudios preclinicos y/o clinicos de EA (Chen et al. 2021).

Las fuentes naturales de moléculas, como plantas, animales vy
microorganismos terrestres o marinos pueden otorgar una amplia variedad de
compuestos bioactivos con complejas estructuras y novedosas propiedades
farmacologicas (Yuan et al. 2016). Dos de los principales farmacos usados en
pacientes con EA tienen origen natural, el inhibidor de colinesterasa
galantamina, que es un alcaloide (Scott and Goa 2000) y la rivastigmina, que es

un derivado semisintético de un producto natural denominado fisostigmina

(Kumar 2006).

Se ha demostrado que los compuestos naturales pueden ejercer una
actividad neuroprotectora a través de diferentes mecanismos, como
antioxidantes, antiinflamatorios, antiagregacion de AP, y pueden potenciar la

neurotransmision colinérgica (Chen et al. 2021). Por lo que se especula que el
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inicio y la progresion de la EA podria ralentizarse o incluso prevenirse con el

consumo de productos naturales que actuen sobre multiples dianas patologicas

(Venkatesan, Ji, and Kim 2015).

Un compuesto natural con interesantes propiedades bioactivas es la S-
alil-cisteina (SAC). SAC es el principal compuesto organosulfurado o tidlico
del ajo negro o envejecido (AGE) (Kosuge 2020). El ajo negro es un ajo comin
de la especie Allium sativum sometido a un proceso de envejecimiento
denominado reaccion de Millard (Ahmed and Wang 2021). Este proceso
consiste en mantener el ajo con temperaturas entre 60-90°Cy con una humedad
relativa entre el 80-95% (78), por un periodo de 14 a 30 dias (Onozato et al.
2023). En la Figura 4 se puede observar la estructura quimica de SAC, que
muestra el caracteristico atomo de azufre que lo define como un compuesto

organosulfurado y al que se responsabiliza de las propiedades antioxidantes.

El desagradable olor particular del ajo fresco se convierte en un olor
suavemente dulce, con suave textura y sabor dulce durante esta reaccion
(Amagase et al. 2001). Ademas, no solo se modifica los nutrientes y atributos
sensoriales del ajo, sino que también mejora su bioactividad (Ahmed and Wang

2021). Este incremento en la bioactividad del ajo envejecido en comparacion
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con el ajo fresco se atribuye a cambios en sus propiedades fisicoquimicas

(Kimura et al. 2017).

Compuestos inestables como la alicina desaparecen y se transforman en
una variedad de compuestos organosulfurados ('Recent Advances on the
Nutritional Effects Associated with the Use of Garlic as a Supplement.
November 15-17, 1998. Newport Beach, California, USA. Proceedings' 2001).
El efecto beneficioso del ajo envejecido se asocia en gran medida a la presencia
de sustancias bioactivas como estos compuestos organosulfuradosy polifenoles
(Ahmed and Wang 2021). Varios estudios han reportado que AGE ejerce
actividad antioxidante, antialérgica, antiinflamatoria, anticancerigena (Kimura
et al. 2017) y neuroprotectora (Ahmed and Wang 2021). Estos efectos se
atribuyen a una variedad de compuestos obtenidos durante la reaccion, entre los

que destaca SAC.

SAC ha mostrado poseer diversas propiedades bioactivas, tanto en
modelos celulares como in vivo, que involucran un amplio espectro de efectos
como agente antioxidante, modulador de la actividad redox, antiinflamatorio,
antiapoptotico (Abramov, Canevari, and Duchen 2004), anticancerigeno
(Cuadrado-Tejedor et al. 2011)y antihepatotoxicos (Bueno et al. 2015), ademas

de combatir la diabetes en un modelo animal de esta patologia inducida por
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estreptozocina (STZ) (Smilansky et al. 2015) y tratar la hipercolesterolemia

(Manczak and Reddy 2012).

COOH
S
HzN%\/ N"NCHe

S-allyl-L-cysteine (SAC)

Figura 4. Estructura quimica de SAC (Kosuge 2020).

Se demostro previamente que SAC podia ejercer una proteccion contra la
muerte celular inducida por AP en células PC-12 diferenciadas, a una
concentracion de 1uM de AB1-40 sin oligomerizar (Ito et al. 2003). Este efecto
se atribuy¢ a la inhibicion de las calpainas, ya que al evaluar su actividad, se
observd que disminuia en presencia de SAC (Imai et al. 2014), se postula que
podria deberse a la posible union de SAC al sitio de unién a Ca*? de las

calpainas, bloqueando asi su sitio de activacion (Kosuge 2020).

Ademas, se ha reportado que el consumo dietético diario en bajas dosis
de SAC (40 mg/kg), disminuye los déficits de aprendizaje y los problemas
relacionados con la consolidacion de la memoria en un modelo in vivo de

ratones de senescencia acelerada (SAM) (Nishiyama et al. 2001). También se
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ha demostrado que el incremento de actividad de la caspasa-12 inducido por AP
es revertido cuando se administra SAC 1uM (Scott and Goa 2000). Al
administrar en la dieta un 2% de un extracto de AGE o SAC (20 mg/kg) por 4
meses a los ratones transgénicos de EA Tg2576, se observo una disminucién en

la inmunoreactividad de las placas amiloides y de p-Tau (Chauhan 2006).

Se ha estudiado el efecto que tiene SAC como un represor del estrés del
reticulo endopldsmico y por consiguiente su capacidad para recuperar la
viabilidad en células BRL-3 A, una linea celular de higado de rata. Se prob6 que
un pretratamiento con SAC (50uM) antes de la exposicion a indometacina, un
antiinflamatorio no esteroidal, relacionado con el aumento de ROS e induccion
del estrés reticular, provocd una disminucion en la pérdida de viabilidad celular
en comparacion con las células sin el pretratamiento. Interesantemente, SAC
fue capaz de inhibir el estrés reticular inducido por indometacina, al medir la
activacion de una via UPR denominada PERK (Venkatesan, Ji, and Kim 2015).
Lo que nos indica que SAC podria evitar la muerte celular inducida por ABOs
por diferentes mecanismos, pero de los cuales ninguno estd completamente

claro.
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De igual manera una investigacion sobre los efectos de pretratamientos
con diferentes fitocomponentes, es decir, compuestos que se encuentran en
diferentes tipos de vegetales, entre los que se encontraba SAC, se describid que
fue capaz de evitar parte de la pérdida de viabilidad celular en cultivos de
neuronas hipocampales, ante tratamientos con alta concentracion de glucosa'y
ABia2 0,5uM por 24 horas. Ademds, se encontr6 que los pretratamientos
provocaban una disminuciéon de ROS y del incremento de la actividad de
diferentes proteinas de respuesta antioxidante como los son la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GRx), lo cual muestra un posible mecanismo por el cual SAC puede

evitar la toxicidad amiloide inducida por ABi-42 (Elmazoglu et al. 2021).

En otro estudio se investigaron los parametros farmacocinéticos de SAC
en ratas y en perros, y se observd que SAC present6 una alta biodisponibilidad
en estos animales (Amano et al. 2015). Ademas, se demostro que SAC se
absorbe en el tracto gastrointestinal después de la administracién oral, por lo
que se ha usado para el tratamiento de pacientes con hipertension, y no ha

presentado signos de toxicidad (Ried, Frank, and Stocks 2010).

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que SAC puede

evitar la muerte neuronal en un modelo de neurotoxicidad inducido por estrés
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del RE con el uso de tunicamicina, en cultivos de neuronas hipocampales de
raton. Este efecto fue mediado por la inhibicion directa de la actividad de las
calpainas, donde SAC demostro interaccionar con el sitio de union a Ca*? de las

calpainas (Imai et al. 2014).

En un modelo de toxicidad inducida por acidos grasos libres, donde la
presencia de SAC fue capaz de disminuir la produccién de ROS, la activacion
de las caspasas y la posterior muerte celular (Hwanget al. 2013), lo cual muestra
el potencial antioxidante y antiapoptotico que presenta esta molécula. Por otro
lado, se investig6 el efecto de SAC sobre la funcion mitocondrial en un modelo
de isquemia cerebral transitoria de oclusion de la arteria cerebral media en rata
(MCAO), en este modelo, una inyeccién intraperitoneal de SAC evitd
parcialmente la perdida de ATP, la disminucion de la actividad mitocondrial y
la liberacidon del citocromo ¢ (Atif, Yousuf, and Agrawal 2009). Este hecho es
relevante, ya que como se menciono previamente, la disfuncion mitocondrial es
un factor desencadenante en la progresion de la EA y SAC (300 mg/kg) fue
capaz de evitar la produccion de estos fenomenos al ser administrado 15
minutos antes de la oclusion de la arteria y 2 horas posterior a la oclusion por

medio de una inyeccidn intraperitoneal.
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Debido a lo mencionado anteriormente, SAC parece ser una alternativa
viable para continuar realizando experimentos para esclarecer los efectos
protectores que puede llevar a cabo frente a la toxicidad inducida por ABOs y
explorar otras vias de accion, como lo podria ser la funciéon de SAC sobre la
homeostasis del Ca™ intracelular, que se ha detectado desbalanceado producto
de los tratamientos con los ABOs, especificamente en los niveles de IPsR y
VDACI, ya que ambas son proteinas que permiten el paso de este ion desde el

reticulo endoplasmico al citoplasma y desde el citoplasma a la mitocondrias.

Tanto las mitocondrias como el reticulo endoplasmico experimentan estrés y
dafio como consecuencia de la toxicidad provocada por los ABOs, lo que
subraya la pertinencia de explorar esta via de investigacion. En este contexto,
resulta imperativo investigar el potencial impacto de (SAC) en las alteraciones
estructurales que sufren las mitocondrias debido a la influencia de los ABOs. Es
por este motivo que se llevd a cabo una investigacion centrada en el estudio del
efecto protector de la S-alil-cisteina (SAC) con relacion a los ABOs, con
especial énfasis en la evaluacion de los niveles de las proteinas IP3R y VDACI.
Ademas, se explorara cdmo SAC incide en la estructura mitocondrial,
realizando un andlisis detallado del tamafio de estos organelos. Este enfoque

integral busca arrojar luz sobre los mecanismos subyacentes y los posibles

43



beneficios de SAC en la preservacion de la funcion mitocondrial y en la
atenuacion de los efectos perjudiciales desencadenados por los ABOs en el

contexto de la enfermedad de Alzheimer.
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2. Hipotesis

S-alil-cisteina previene la pérdida de la viabilidad celular y cambios en la
morfologia mitocondrial, ademas evitar el incremento de los niveles proteicos
de IPsR y VDACI, en un modelo celular de toxicidad inducida por los

oligdmeros solubles del péptido beta-amiloide.

2.1. Objetivo general

Analizar el efecto de S-alil-cisteina sobre la viabilidad celular, morfologia
mitocondrial y los niveles de las proteinas IP3R y VDACI, en células PC-12

tratadas cronicamente con oligomeros solubles del péptido Ap.

2.2. Objetivos especificos

1 Estudiar el efecto de SAC sobre la viabilidad celular, en modelos de

toxicidad inducida por oligdmeros solubles de A.

2 Estudiar el efecto de SAC y los oligomeros solubles de AP sobre los

niveles de las proteinas de IP3sR y VDACI.

3 Evaluar el efecto de SAC y los oligobmeros solubles de AP sobre los

niveles de VDACI y el tamafio de las mitocondrias.
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4 Estudiar el efecto de SAC y los oligdmeros solubles de AP sobre el

potencial de membrana mitocondrial.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo de células PC-12

Las células fueron sembradas a una densidad de 10.000 células/ml y
cultivadas en medio suplementado con suero bovino fetal (FBS) (5%), suero de
caballo (HS) (5%), penicilina y estreptomicina (1%). Posteriormente, las células
se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2 y se utilizaron cuando alcanzaron

aproximadamente un 80% de confluencia.

3.2 Oligomerizacion de Ap

El péptido AB1-40 (GenicBio, Shanghai, China) fue reconstituido en DMSO
a una concentracion de 2,3 mM. De ese stock se tomo una alicuota de 2 ulL. y se
disolvi6 en PBS 1X estéril pH 7,4 (Phosphate-Buffered Saline, Corning,
Manassas, VA, USA) hasta alcanzar una concentracion de 80 uM. Esta solucion
fue sometida a agitacion vertical, por 2h a 500 rpm y 37°C, luego 2h a 500 rpm
y temperatura ambiente. Para finalizar, se sometié a un shock térmico de 30

minutos, a 4°C, para la formacion de oligdmeros. La formacion de oligomeros
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mediante esta metodologia se ha demostrado previamente en nuestro grupo

(Panes et al. 2020).

3.3 Ensayo de MTT

La viabilidad celular se midi6 de acuerdo la capacidad metabolica reductora
de enzimas mitocondriales en las células, a través del ensayo colorimétrico de
reduccion de MTT (3-(4,5- dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolio
bromuro; SIGMA, USA), de color amarillo y soluble en agua, a una sal de
formazan, de color purpura y soluble en solventes organicos. El formazan
producido se consider6d proporcional a la cantidad de células metabdlicamente
activas y viables. El ensayo se realizd en microplacas de 96 pocillos por 24 h
(tratamientos cronicos), bajo distintas condiciones experimentales que
incluyeron controles sin tratamiento, SAC (0,1 uM, 0,5 puM, 1uM, 10uM,
100uM y ImM) en presencia y ausencia de AP (0.5 uM), FCCP 10 uM y DMSO
como control positivo de toxicidad. El medio de cultivo se retiré de cada pocillo
y se reemplazo por 100 uL. de MTT (1mg/mL) en PBS, incubandose por 120
min a 37°C y 5% CO2. Luego, se retird el sobrenadante y se incub6 con 100 puL

de isopropanol durante 15 minutos, a 37°C, para solubilizar las sales de
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formazan precipitadas. La medicion se llevd a cabo por medio de la técnica de
absorciometria, a 560 nm y 620 nm de longitud de onda, en el lector de

multiplacas NOVOstar (BGM, Alemania).

3.4 Viabilidad por LIVE/DEAD Kkit

La viabilidad celular de células PC-12 tratadas con SAC y ABOs se evaluo
adicionalmente por medio de LIVE/DEAD kit (Invitrogen, CA, USA) en placas
de 96 pocillos. Este kit consiste en el uso de 2 sondas: Calceina (2uM, ex: 495
nm; em: 525nm) como marcador de células vivas, debido a su interaccion con
esterasas intracelulares, y el Homodimero de Etidio (S5uM; ex: 530 nm; em: 617
nm) que marca cé¢lulas muertas, por su interaccion con los acidos nucleicos. Las
células fueron incubadas por 30 minutos, a 37°C, con ambas sondas y
posteriormente la medicion de la fluorescencia se llevd a cabo en el lector de
multiplacas NOVOstar (BGM, Alemania), una vez obtenidas ambas
fluorescencias se calculd la razon Calceina/Homodimero de Etidio para

determinar el % de células vivas por condicion.
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3.5 Western Blot

Las células PC-12 sometidas a diferentes tratamientos fueron lisadas con un
buffer que estd compuesto por [mM]: Tris 10, EDTA 10, NaCl 100, Triton
0,5%, inhibidor de proteasas (complete Mini EDTA free, Sigma Aldrich, USA)
y Glicerol 10%, pH 7.4. El lisado celular fue mezclado con buffer de carga 4X.
Para la desnaturalizacién, las muestras fueron incubadas a 96°C por 5 minutos,
y luego se cargaron en un gel de poliacrilamida (10%). La electroforesis se
realizd a 100 V, por 100 minutos. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa, a 250 mA, por 120 minutos. La
membrana se bloqueo con leche descremada (Svelty) al 5% en TBS Tween 1X
por 1 hora y se incub6 con el anticuerpo primario durante toda la noche. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: IP3R-I (mouse 1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, TX, USA), VDACI1 (rabbit 1:1000, Abclonal) y p-actina
(mouse 1:1000, Santa Cruz Biotechnology) como control de carga. Se
realizaron 5 lavados de 3 minutos con TBS Tween 1X, y cada membrana se
incubd con el anticuerpo secundario correspondiente: anti-IgG de conejo-HRP
(1:5000) o anti-IgG de raton-HRP (1:5000) (Santa Cruz, Biotechnology, TX,

USA). Finalmente, se realizaron 5 lavados de 3 minutos con TBS Tween 1Xy
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las membranas se revelaron utilizando el kit Clarity Western ECL Substrate
(Bio-Rad, CA, USA) y el sistema de deteccion Odyssey (Li-COR, NE, USA).
Las imagenes fueron cuantificadas utilizando la herramienta Image Studio

(Image Studio Inc., WI, USA).

3.6 Inmunocitoquimica

Luego de cada tratamiento, las células PC-12 fueron lavadas con PBS 1X y se
fijaron con PFA 4% por 15min. Posteriormente, se bloquearon vy
permeabilizaron con una solucion de PBS 1X, Triton X-100 0,1% y suero de
caballo (HS) 10% por 40min. Luego se incubd con los anticuerpos primarios
VDACI (mouse 1:300, Santa Cruz Biotechnology; rabbit 1:300, Abclonal),
Tom20 (mouse 1:300, Santa Cruz Biotechnology; rabbit 1:300, Santa Cruz
Biotechnology) por toda la noche a 4°C. Posteriormente se incub6 con los
anticuerpos secundarios Cy3, Alexa Fluor 488 y DAPI 300uM por 2 horas a
temperatura ambiente. Las imagenes fueron obtenidas en el microscopio
confocal espectral LSM780 NLO, Zeiss, con objetivo de inmersion 40X. El
analisis se realizd en el programa Image J con el paquete de procesamiento de
imagenes Fiji, y luego se cuantifico la inmunoreactividad de las proteinas en
c€lulas control y con tratamientos con todos los tratamientos usados. Para la

cuantificacion se tomaron tres puntos aleatorios para cada célula, guardando
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cada punto en el plugin ROI Manager, y posteriormente se cuantificaron los
promedios de las intensidades para cada caso. Para la determinacion de los
tamanos relativos de las mitocondrias se midieron con el paquete de
procesamiento de imdgenes Fiji un total de 10 mitocondrias para cada célula y

luego se realizaron los histogramas para cada uno de los tratamientos realizados.

3.7 Medicion del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Luego de los respectivos tratamientos, las células fueron incubadas con la
sonda JC-1 (Invitrogen, Carlsband, CA, USA) 1 uM en DPBS, durante 30 min
a 37°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 min con DPBS y se
comenzo inmediatamente la medicion del AWYm, se ocupd FCCP (10 uM) como
control de la disminucion del A¥Ym. JC-1 exhibe una acumulaciéon en la
mitocondria dependiente del potencial de membrana, indicada por su estado
polimerizado de emision en rojo (590 nm; excitacidon:520 nm). En el citoplasma,
los mondmeros de JC-1 poseen emision en verde (520 nm; excitacion:485 nm).
En consecuencia, la despolarizacion mitocondrial esta indicada por una
disminucion en la relacion de intensidad de fluorescencia roja/verde
(Marcondes et al. 2019). Ambas longitudes de onda fueron capturadas de forma

simultanea en el lector de multiplacas NOV Ostar durante 3 h a 37°C, utilizando
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una placa negra con fondo transparente de 96 pocillos. La razoén 590/520 indica

las variaciones en el potencial de membrana para cada tratamiento.

3.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevod a cabo por medio de las pruebas T-Student y
ANOVA de una via, segtin corresponda. Todos los anélisis se efectuaron con el
software GraphPad Prism, y se consideraron diferencias estadisticamente

significativas valores de p< 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudiar el efecto de SAC sobre la viabilidad celular, en modelos de

toxicidad inducida por oligomeros solubles de Af.

Con estos experimentos, buscamos evaluar los cambios en la viabilidad de
las células PC-12 producidos por SAC y ABOs, para lo cual se usé el ensayo de
MTT (ver materiales y métodos), con un medio sin tratamiento como control, y

DMSO (50%) como control positivo de toxicidad celular.

Primero, se trataron las células con diferentes concentraciones de SAC, con
el fin de evaluar un posible efecto toxico de esta molécula (10 uM, 100 uM y
ImM). En la Figura 5 se observa que SAC no ejerce un efecto toxico en el
rango de concentraciones utilizadas, ya que los valores de viabilidad celular se

mantuvieron cercanos a la condicion control, sin diferencias significativas

(C:1002%; 10 pM:10143%; 100 pM:10625%; 1000uM:97=4%).

Posteriormente, evaluamos el posible efecto protector de SAC sobre la
toxicidad producida por ABOs en células PC-12. Para esto, se us6 nuevamente
el ensayo de MTT. Incubamos las células solo con ABOs (0,5 uM) para
demostrar su efecto toxico, ademas se co-incubd SAC con ABOs (0,5 uM) por

24 h. La Figura 6 muestra que solo la concentracion de SAC 1mM fue capaz de
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evitar de manera estadisticamente significativa la pérdida de viabilidad celular
producida por los ABOs en células PC-12, al compararlas con las células que
solo fueron tratadas con APOs (C: 100+£2%; ABOs:59+2%; APOs + SAC
(10uM):634+2%; ABOs + SAC (100uM):65+2%; ABOs + SAC (1mM):70+3%j;

DMSO:8+1%).

Estos resultados nos sugieren que SAC no ejerce un efecto toxico a las
concentraciones que se evaluaron en estos experimentos por 24 horas y que a la
concentracion de ImM si ejerce un efecto protector en contra de la toxicidad

inducida por los ABOs.
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Figura 5. Analisis de la toxicidad de SAC sobre células PC-12. Viabilidad celular de
células PC-12 tratadas con diferentes concentraciones de SAC (10uM, 100 uM y 1mM) por
24 horas a 37°C. DMSO fue utilizado como control positivo de toxicidad celular. Los valores
son expresados como porcentaje del control sin tratamiento (n=4; N=32). ns= no

significativo; ****p<0.0001 versus control.
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Figura 6. Efecto protector de SAC en cotratamientos con APOs. Células PC-12 fueron
tratadas con ABOs (0,5 uM), y ABOs en conjunto con diferentes concentraciones de SAC
(10puM, 100 uM y 1mM) por 24 h. DMSO se utilizé como un control positivo de toxicidad
celular. Los valores son expresados como porcentaje del control sin tratamiento (n=4; N=32).

*A*%p<0.0001 versus el control y #p<0.05 versus ABOs.
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Pretratamientos con SAC evitan la disminucion de la viabilidad celular

inducida por ABOs.

Evaluamos los cambios en la viabilidad celular en pretratamientos con SAC
y una posterior incubacion con ABOs, a través de la técnica de MTT. Para esto
nuevamente, utilizamos un medio sin tratamiento como control y DMSO como

control positivo de toxicidad celular.

Primero, se trataron las células con concentraciones crecientes de SAC
(0,1uM, 0,5uM, 1uM, 10puM, 100 uM y 1mM) por 48 horas. Como se muestra
en la Figura 7, luego de 48 horas de tratamiento, SAC no indujo efectos toxicos
en las células en el rango de concentraciones de 0,1 a 1uM (C:100£2%;
0,1uM:115+4%; 0,5uM:118+3%; 1uM:95+3; DMSO:8+1). Sin embargo, con
concentraciones mas altas, de 10 uM a 1mM, SAC disminuy¢ la viabilidad de

células PC-12 (10uM:83+4%; 100uM:79+4%; ImM:66+5%).

Luego, se realiz6 un pretratamiento de 24 horas con SAC en células PC-
12, utilizando las concentraciones mencionadas previamente (0,1 uM, 0,5uM,
1uM, 10uM, 100 uM y 1mM), con el objetivo de buscar incrementar el efecto

protector visto en los experimentos anteriores. Después del periodo de
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pretratamiento de 24 horas con SAC, las células fueron sometidas a una

incubacion adicional de 24 horas con ABOs.

En la Figura 8 podemos observar que SAC ejercio un efecto protector contra
la toxicidad de ABOs en el rango de concentraciones de 0,1 a 10puM (C:100+£2%;
ABOs:524+2%; APOs + SAC 0,1uM:82+2%; APOs + SAC 0,5uM:86+3%;
ABOs + SAC 1uM:80+5%; ABOs + SAC 10uM:72+4%), mientras que las
concentraciones de SAC de 100 uM y ImM no fueron capaces de prevenir la
disminucion de la viabilidad celular inducida por APOs (APOs +

SAC100pM:56+3%; ABOs + SAC 1uM:66+4%).

Con los resultados obtenidos demostramos que cuando las células estan
expuestas 48 horas a SAC no se induce un efecto toxico en el rango de
concentraciones entre 0,1 y 1 uM, ademas, el pretratamiento si ejerce un efecto
protector frente a la toxicidad inducida por los ABOs en el rango de

concentraciones entre 0,1 y 10uM.
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Figura 7. Analisis de la toxicidad de SAC sobre células PC-12 en tratamientos de 48
horas. Viabilidad celular de cultivos de células PC-12 con tratamientos de 48 horas con
concentraciones crecientes de SAC 0,1 uM entre ImM, a través de latécnica de MTT. DMSO
se utilizd como un control positivo de toxicidad celular. Los valores son expresados como

porcentaje del control sin tratamiento (n=3; N=24). ****p<(0.0001 y ns= no significativo.
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Figura 8. Efecto protector del pretratamiento con SAC sobre la toxicidad de ABOs en
células PC-12. Se trataron células PC-12 por 24 horas con las diferentes concentraciones de
SAC (0,1uM, 0,5uM, 1uM, 10uM, 100 uM y ImM), posteriormente las células se incubaron
con ABOs (0,5 uM) por 24 h, para medir la viabilidad celular a través de la técnicade MTT.
DMSO se utilizé como un control positivo de toxicidad celular (n=3; N=24). ****p<0.0001

versus control y #p<0.05, ####p<0.0001 versus ABOs.
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Ensayo LIVE/DEAD para evaluar el efecto protector del pretratamiento

con SAC sobre la toxicidad de ABOs.

Para reforzar los resultados expuestos y demostrar claramente el efecto
protector de SAC frente a la toxicidad inducida por los ABOs, se utilizo la
metodologia LIVE/DEAD como técnica complementaria. De igual manera,
utilizamos un medio sin tratamiento como control, y DMSO como un control

positivo de toxicidad celular.

Primero, se pretrataron células PC-12 con SAC (1uM; 24 h), para
posteriormente incubar ABOs (0,5 uM) por 24 horas mas. La Figura 9 muestra
el porcentaje de células vivas presentes en cada condicion, donde se pudo
observar que SAC previene de manera significativa la muerte celular inducida
por ABOs (C:100+4%; ABOs:63+4%; ABOs + SAC 0,1 uM:97+5; ABOs + SAC
0,5uM:100+£5%; APBOs + SAC 1uM:106+£6%; APOs + SAC 10uM:56+2;

DMSO0:23+1%).

Los resultados expuestos indican que SAC efectivamente ejerce un efecto

protector preventivo frente a la toxicidad inducida por los ABOs en el rango de
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concentraciones entre 0,1 y 1uM, debido a esto es que para los experimentos

posteriores se continuaron usando estas concentraciones obtenidas.
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Figura 9. Efecto protector del pretratamiento de SAC sobre la muerte celular inducida
por ABOs. Las células PC-12 se trataron con SAC (1 uM) por 24 h y posteriormente se
incubaron ABOs (0,5uM) por 24 h mas. Se utiliz6 DMSO como control de toxicidad celular.
Para este experimento se uso la metodologia de LIVE/DEAD vy se evalu6 la fluorescencia de
ambas sondas, para finalmente calcular la razon Calceina/EHD que indica el porcentaje de

células vivas. (n=3; N=24). ****p<0.0001 versus control y ####p<0.0001 versus ABOs.
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4.2. Efecto de SAC y ABOs sobre los niveles de expresion de las proteinas

IP;R y VDACT en células PC-12.

Para estudiar las variaciones en la expresion de IP3R y VDACI en los
cultivos celulares, células PC-12 fueron tratadas por 24 horas con SAC (0,5y 1
uM) y luego, las células se incubaron con ABOs (0,5uM) por 24 horas mas.
Posteriormente, las células se lisaron y se llevd a cabo un ensayo de Western

Blot utilizando los anticuerpos correspondientes para cada proteina.

Primero, evaluamos los niveles de IP3R luego de los tratamientos antes
mencionados, y observamos que SAC y APOs tuvieron una tendencia a
incrementar los niveles de IP3R en células PC-12, sin embargo, este efecto no
fue estadisticamente  significativo. (C:100%, ABOs:150+£10%, SAC
1uM:155+24%, ABOs +SAC 1uM:188+28%, SAC 0,5 uM:194+42%, APOs

+SAC 0,5uM:1414+6%).

Luego se analizo el nivel de proteina del canal VDACI, luego de los
tratamientos antes mencionados y, como se esperaba se observo que tras los
tratamientos con APOs aumentan los niveles de VDACI, mientras que, el

pretratamiento con SAC previene este aumento (C:99+1%, ABOs:117+2%,
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SAC 1uM:86+3%, ABOs + SAC 1uM:93+3%, SAC 0,5 uM:101+3%, ABOs +

SAC 0,5M:89+5%).
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Figura 10. Cambios en los niveles de IP;R en tratamientos con SAC y ABOs. Se realizo
3 repeticiones independientes de Western Blot. A) Se presenta la cuantificacion de las bandas
obtenidas. B) Se muestra un gel representativo de los experimentos realizados. Células PC-
12 fueron pretratadas con SAC (0,5uMy 1uM) por 24 h, posteriormente se les agregdé APOs
(0,5uM) por 24 h mas. (n=3; N=3). No se obtuvieron diferencias significativas entre los

tratamientos.
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Figura 11. Cambios en los niveles de VDAC1 en tratamientos con SAC y ABOs. Se
realizo 3 repeticiones independientes de Western Blot. Células PC-12 fueron pretratadas con
SAC (0,5uMy 1uM) por 24 h, posteriormente se les agregd ABOs (0,5uM) por 24 h mas. A)
Se presenta la cuantificacion de las bandas obtenidas. B) Se muestra un gel representativo

de los experimentos realizados. (n=5; N=5). **p<0.01 y ####p<0.0001 versus ABOs.
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4.3. Evaluar los efectos de SAC y ABOs sobre los niveles de VDACl1 y el

tamaiio relativo de las mitocondrias

Para corroborar los resultados anteriores sobre los niveles de proteina de
VDACI, se evaluo los niveles de esta proteina por medio de la técnica de
inmunofluorescencia luego del pretratamiento con SAC por 24 horas con SAC
(0,5 y 1 uM) y la posterior exposicion a ABOs (0,5uM) por 24 horas.
Finalmente, las imagenes se obtuvieron en el microscopio confocal espectral
LSM780 NLO, Zeiss, con objetivo de inmersion 40X. El analisis se realizo en
el programa Image J con el paquete de procesamiento de imagenes Fiji, y luego
se cuantifico la inmunoreactividad de las proteinas en células control y en todos
los tratamientos usados.

De lo anterior, se observo un resultado concordante con lo visto mediante
western blot, dondeel tratamiento con los ABOs induce un aumento de VDACI,
que se podriarelacionar con la induccion de la muerte celular, por otro lado, los
pretratamientos con SAC fueron capaces de evitar este aumento (C:98+5%,
ABOs:204+£9%, SAC 1uM:130+6%, ABOs + SAC 1uM:132+5%, SAC 0.5
uM:114+£8%, ABOs + SAC 0,5uM:143+5%).

Ademads, mediante la misma técnica de inmunocitoquimica se determiné el
tamano relativo de las mitocondrias, usando TOM20 como marcador
mitocondrial de acuerdo con lo descrito en literatura. Utilizando esto fue posible
determinar que el tratamiento con APOs produjo el fenotipo mitocondrial

fisionado previamente descrito, mientras que los pretratamientos con SAC
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fueron capaces de evitar que esto ocurriera. Esto podria indicarnos que SAC es
capaz de evitar la pérdida de viabilidad celular, ya que es capaz de mantener las

mitocondrias funcionales en las células a pesar de la exposicion a ABOs.
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Figura 12. Cambios en la inmunofluorescencia de VDACI1 en tratamientos con SAC y
APOs. Imégenes representativas de microscopia confocal de linea celular PC-12 tratadas con
SAC (0,5uM y 1uM) por 24 h, posteriormente se les agregé6 ABOs (0,5uM) por 24 h més. En
las iméagenes se observa el marcador para la proteina VDACI en verde y el marcador nuclear
DAPI en azul. A) Se presenta una imagen representativa de las obtenidas B) Cuantificacion
de las sefales de fluorescencia obtenidas para VDACI1. (n=3; N=9). ****p<0.0001 versus

control y ####p<0.0001 versus ABOs.
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Evaluacion del tamafio relativo de las mitocondrias por TOM20
A)

ABOs + SAC 0,5uM ABOs + SAC 1uM
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Figura 13. Cambios en el tamaiio relativo de mitocondrias en tratamientos con SAC y
ABOs. Linea celular PC-12 tratadas con SAC (0,5uM y 1uM) por 24 h, posteriormente se les
agregd ABOs (0,5uM) por 24 h mas. En las imagenes se observa el marcador para la proteina
Tom?20 enrojoy el marcador nuclear DAPI en azul. A) Se presenta una imagen representativa
de las obtenidas. B) Se presenta un histograma de frecuencia del nimero de mitocondrias

con su respectivo tamano relativo. (n=3; N=9). **p<0.01 y ####p<0.0001 versus ABOs.
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4.4 Evaluar potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Con la finalidad de unir la informacion que relaciona SAC con el incremento
en la viabilidad celular y su capacidad para mantener las mitocondrias de un
tamano relativo similar al control, es que se planted la metodologia de evaluar
el (A¥m), ya que sirve como un indicador temprano de muerte celular y a su
vez nos da una aproximacion de la actividad mitocondrial.

La sonda JC-1 ocupada forma agregados de emision en rojo (590 nm) en las
mitocondrias de acuerdo con su (A¥m), cuando estas se despolarizan y pierden
su (A¥Ym) caracteristico se acumulan monomeros de JC-1 en el citoplasma con
una emision en verde (520), por lo cual, se puede estimar la despolarizacion
mitocondrial al graficar la relacion entre la intensidad de fluorescencia 590/520
nm.

Para esto se uso el protocolo de pretratamiento ocupado anteriormente, con
las concentraciones de SAC (0,5 y 1 uM) y la posterior exposicion a ABOs
(0,5uM) por 24 horas. Donde se obtuvo que el tratamiento con ABOs si produjo
la disminucion del (AWm) esperado (Control: 100£10%; APOs:52+5%),
mientras que SAC fue capaz de evitar de forma significativa dicha disminucion
en las concentraciones utilizadas (0,5y 1 uM) (SAC 0,5 uM +. ABOs: 87+10%;
SAC 1 uM + ABOs: 88+5%).
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Figura 14. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial en tratamientos con
SAC y APBOs. Linea celular PC-12 tratadas con SAC (0,5uM y 1uM) por 24 h,
posteriormente se les agregé APOs (0,51uM) por 24 h mas, se usé6 FCCP 10uM como control
positivo de la disminucion del potencial de membrana mitocondrial. Se midi6 la relacion de
fluorescencia a las longitudes de onda 590/520nm como una relacion entre los agregados y

mondmeros de JC-1 para determinar el A¥Wm. (n=3; N=18). **p<0.01 y ####p<0.0001

versus ABOs.
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5. DISCUSION

A pesar de los constantes esfuerzos de grupos de investigacion
provenientes de todo el mundo para comprender la etiologia y los mecanismos
detras de la EA, no existe un tratamiento definitivo para esta enfermedad,
inclusive no tenemos una teoria que describa completamente la fisiopatologia
de la EA. En la actualidad contamos con diferentes teorias que se buscan unir
para comprender de mejor manera los mecanismos detras de la EA, algunas de
las hipotesis son la teoria amiloide, hipotesis de Tau, hipotesis inflamatoria y la

hipdtesis colinérgica (Ghazimoradi et al. 2023).

Los clasicos medicamentos usados para tratar la EA muestran una
reduccidn en la velocidad de dafio cognitivo limitada y que varia dependiendo
del paciente en particular, sin afectar la progresion de la enfermedad (Craig,
Hong, and McDonald 2011). Recientemente, se han comenzado a aprobar de
forma acelerada otro tipo de medicamentos por la FDA, que son inmunoterapias
con anticuerpos que reconocen agregados amiloides como Aducanumab y
Lecanemab, entre otros (Hoilund-Carlsen et al. 2023), que si bien parecen

prometedores en primera instancia ya que modifican directamente uno de los
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principales agentes de la EA, como lo son las placas amiloides, es fundamental

evaluarlos profunda y criticamente (Liu et al. 2023).

Particularmente 2 de estos, Donanemab y Lecanemab demostraron
eficacia clinica, pero con resultados inciertos. Ya que, si bien se presenta una
disminucion de la sefial PET posiblemente relacionada con una disminucion de
la carga amiloide en los cerebros, se relaciona con un aumento de ARIAs
(Imagenes anormales relacionadas amiloides) y con una disminucion de
volumen cerebral (Hoilund-Carlsen et al. 2023). Por otro lado, los anélisis
estadisticos muestran que no habia un efecto clinico significativo demostrado
para Aducanumab (Hoilund-Carlsen et al. 2023), por lo cual, ain permanece

como incierto los reales efectos que pueden tener en los pacientes.

Debido a que como se menciond anteriormente, no existe un tratamiento
efectivo para la EA, es por esto que continua la busqueda de moléculas que
puedan contrarrestar el avance y los sintomas de manera eficaz. En esta
constante busqueda se ha explorado el posible uso de extractos naturales y
compuestos aislados de origen natural con capacidad neuroprotectora de
acuerdo a estudios preclinicos y/o clinicos de EA (Chen et al. 2021), estos
compuestos derivados de plantas presentan las ventajas de que pueden ser

alternativas seguras y mas eficaces (Zhang et al. 2023).
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Esta tesis se enmarca en la busqueda de nuevas moléculas con
propiedades que puedan ayudar a combatir la enfermedad de Alzheimer, donde
la molécula seleccionada es S-alil-cisteina (SAC), un compuesto azufrado que
estd presente en el denominado ajo negro o envejecido. Se ha descrito que SAC
presenta diversas propiedades, entre las que se encuentra su capacidad
antioxidante y que ademas, es capaz de disminuir la inmunoreactividad tanto de
las placas amiloides, como de los ovillos neurofibrilares conformados por Tau-

2 en el cerebro de ratones que recibieron una alimentacion suplementada con

SAC (Chauhan 2006).

Es por esto, es que en la presente tesis se plante6 la hipotesis de que SAC
es capaz de revertir la pérdida de viabilidad celular inducida por los oligdémeros
solubles de AP, ademas de evitar la sobreexpresion esperada de IPsRy VDACI,
lo que finalmente conllevaria en prevenir el cambio en la estructura de las

mitocondrias.

En primer lugar, se analiz6 la viabilidad celular por ensayo de MTT tras
tratamientos con SAC por 24 horas, con el fin de demostrar su inocuidad.
Mediante esta metodologia, se obtuvo que en el rango de concentraciones
utilizadas (10 uM, 100 uM y 1mM) no provoco ninguna disminucion de la

viabilidad celular, lo cual coincide con lo que nos informa la literatura tras
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tratamientos de 24 horas en células PC-12 que fueron diferenciadas a fenotipo
neuronal (Imai et al. 2014). Para estudiar el efecto protector de SAC sobre la
toxicidad inducida por los ABOs, se realizo la co-incubacion de los oligomeros
junto a SAC en el rango de concentraciones probadas anteriormente por 24
horas, el cual es el tiempo descrito en literatura para analizar estudios de
toxicidad cronica de los ABOs. De este experimento se obtuvo que los ABOs
redujeron la viabilidad celular, mientras que solo fue capaz de ofrecer un efecto
de proteccion estadisticamente significativa la mayor concentracion utilizada de
SAC (ImM), lo cual es una concentracion elevada para para el nivel de

proteccion obtenido.

Debido a que la concentracion efectiva para el efecto protector era muy
alta y el efecto real era bajo en comparacion al dafio provocado por los ABOs,
se decidio realizar el pretratamiento con SAC, el cual consta de un tratamiento
a diferentes concentraciones de SAC por 24 horas, al que posteriormente se
afiaden los ABOs por 24 horas més, donde por la misma metodologia de MTT

se analizo la viabilidad celular.

Al analizar el posible efecto téxico de SAC sobre las células PC-12 ahora
por las 48 horas que estaran las células bajo esta condicion, se obtuvo que en el

rango de concentraciones de 0,1 y IuM no ejercid un efecto toxico, lo cual es
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similar a lo observado en literatura, donde los tratamientos con SAC no
provocaron la disminucion de viabilidad en una metodologia de pretratamiento
de 30 horas antes del tratamiento con Afi.42 por 24 horas (Elmazoglu et al.
2021). El efecto protector mostrado por los investigadores es menor al obtenido
en esta tesis, lo que podria deberse a que ellos ocuparon un péptido amiloide
diferente al usado por nosotros y sin un protocolo de oligomerizacidén, ademas
el efecto toxico provocado por el péptido que ocuparon fue menor, por lo que
existe un margen mas pequefio para observar una recuperacion por los

tratamientos (Elmazoglu et al. 2021).

A las concentraciones entre 10uM y 1mM se produjo una disminucion
de la viabilidad celular, por lo cual, estas concentraciones fueron descartadas
para los proximos experimentos. Es posible que esto sea debido a que se le han
atribuido a SAC algunas propiedades anticancerigenas (Ho et al. 2018), y las
células PC-12 son una linea celular tumoral derivada de feocromocitoma, y por
lo tanto, es posible que exista un efecto pro-apoptotico de SAC sobre esta linea
celular con 48 horas de tratamiento a las concentraciones mas altas de las

utilizadas.

Por otro lado, al evaluar el efecto protector de SAC contra los ABOs por

la metodologia de pretratamiento antes mencionada, se obtuvo que SAC ejercio
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un efecto protector en el rango de concentraciones entre 0,1uM y 10uM,
mientras que en las concentraciones mayores no fue posible detectar un efecto
protector, posiblemente por el propio efecto toxico ejercido por SAC sobre las

células PC-12 por el tratamiento por 48 horas.

El aumento del efecto protector entre las condiciones de cotratamiento y
pretratamiento, posiblemente tengan relacion con permitirle a la célula
prepararse para la toxicidad inducida por los ABOs, més que una interaccion
directa de SAC sobre los APOs, ya que se ha documentado que un
pretratamiento de SAC induce un incremento de enzimas de respuesta al dafio
oxidativo como superoxido dismutasa, glutation reductasa entre otras, por lo
que seria capaz de evitar en parte el incremento de ROS y asi disminuir la

cantidad de células que disminuyen su viabilidad (Elmazoglu et al. 2021).

Para corroborar los resultados anteriormente mencionados, decidimos
evaluar la viabilidad celular por otra metodologia diferente, donde se us6 un kit
comercial denominado Live/Dead. Tanto el efecto toxico observado para los
ABOs, como el efecto protector preventivo de SAC fue similar a lo visto en la
metodologia de MTT, lo cual nos permite asegurar mediante dos metodologias
diferentes, que SAC ejerce un efecto protector preventivo contra la toxicidad

inducida por los ABOs en las concentraciones analizadas.
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Ya que la metodologia de MTT evalua la actividad mitocondrial debido
a la reduccion de esta sal de formazan por la accion de las deshidrogenasas
mitocondriales, se puede extrapolar a viabilidad celular. Por otro lado, el
Live/Dead kit al contar con 2 sondas fluorescentes, por un lado, Calceina que
es permeable a la membrana celular y que al interactuar con las esterasas
intracelulares le permite emitir fluorescencia, mientras que el Homodimero de
Etidio es impermeable a la membrana celular y emitir fluorescencia en
presencia de DNA, solo se observa dicha fluorescencia cuando las células estén
muertas o su membrana celular este danada. Al evaluar la viabilidad celular por
ambas metodologias se buscd demostrar por 2 mecanismos diferentes el efecto

protector de SAC.

Por otra parte, luego de haber obtenido el efecto protector preventivo de
SAC en la viabilidad celular, se explord el posible efecto en disminuir los
niveles de proteina de IP3R, el cual como se mencion6 anteriormente es un
receptor activado por ligando, descrito como uno de los componentes claves de
las MAMs que permite el flujo de Ca?" hacia el medio intracelular, potenciando
la excitotoxicidad producida por los ABOs e incrementando la recaptacion de

Ca™ en las mitocondrias.
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Al analizar los niveles de proteina del IP3R en las células PC-12 tratadas
con ABOs y con las concentraciones de SAC determinadas anteriormente, se
obtuvo resultados con una alta dispersion, por lo cual no fue posible determinar

diferencias significativas en los niveles de IP3R.

Como alternativa, se plantea que puede ser mas efectivo medir los niveles
de proteina de otra de las isoformas de IP3R , ya que hay un total de 3 y el
anticuerpo utilizado reconoce de forma especifica a IP3R-I (ver materiales y
métodos), la cual es la mas expresada en neuronas (Chami and Checler 2020),
pero se desconoce si es asi en las células PC-12, debido a que los niveles de
expresion de las isoformas varian tanto por el tipo de tejido como con la etapa
de desarrollo (Rosa et al. 2020). Otra posible alternativa seria medir los niveles
de proteina de IP3R y su forma activada, para calcular la razon IP3R/p-1P3R, lo
cual nos podria entregar un mejor resultado, ya que los niveles totales podrian
no variar, pero si hacerlo la forma fosforilada, todo esto con el fin de permitirnos

sacar conclusiones definitivas acerca del efecto de ABOs y SAC en el IP3R.

De igual manera, se explor6 el efecto de SAC sobre VDACI, el cual es
un canal de Ca*? ubicado en las membranas de las mitocondrias y se ha descrito
como otro componente clave en las MAMs, especificamente VDACI permite

la captacion de Ca*? por este organelo y se relaciona con una sobrecarga de este
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ion en las mitocondrias y la induccién de la apoptosis. Especificamente, se ha
descrito como VDACI puede aumentar su expresion y oligomerizar en
presencia de un inductor de la apoptosis pudiendo formar un poro en las
membranas mitocondrias denominado mPTP, por el cual puede salir al medio
intracelular DNA mitocondrial (mtDNA) (Wu et al. 2023), relacion con
proteinas pro-apoptoticas como el Citocromo C, ademas de su relacion con
proteinas antiapoptoticas como los miembros de la familia Bel-2 (de Ridder et
al. 2023), es por esto, que era importante analizar si SAC podia regular a esta
proteina relacionada con el transporte de Ca™ que se ha visto desregulado en la

EA.

Al analizar los niveles de VDACI en células PC-12 tratadas con ABOs
por 24 horas se obtuvo un aumento en los niveles de proteina como se esperaba,
debido a la relacion de esta proteina con la muerte celular inducida por los ABOs
(Verma et al. 2022). Por otro lado, con los pretratamientos de SAC se evito el
incremento de esta proteina, lo cual se puede plantear como un posible
mecanismo por el cual SAC evita la muerte inducida por ABOs, debido a la
relacion que existe entre ROS y VDACI, donde se ha visto que al tratar células
con Bisfenol A incrementa la produccion de ROS y disminuye la viabilidad

celular, pero en cambio cuando las cé€lulas presentan un silenciamiento de
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VDACI, se observar una menor perdida en la viabilidad celular inducida por
Bisfenol A, por lo que VDACI estaria actuando como un conector entre el

incremento de ROS y la induccion de la muerte celular (Wang et al. 2023).

En conjunto el resultado de que el pretratamiento de SAC incremento el
efecto protector versus la toxicidad por ABOs, junto con que el pretratamiento
de SAC evito el incremento en los niveles de VDACI, es compatible con las
investigaciones de que SAC es capaz de incrementar las reservas de enzimas
antioxidantes (Elmazoglu et al. 2021), lo cual permitiria a las células estar mas
preparadas cuando entren en contacto con los ABOs y de esta forma no se
produciria la sobreexpresion de VDACI disminuyendo la cantidad de células

muertas.

Para comparar estos resultados se analizd los niveles de proteina por la
fluorescencia obtenida en la técnica de inmunocitoquimica, en células PC-12
bajo las mismas condiciones experimentales anteriores, obteniéndose resultados
que apoyan los mostrados anteriormente, donde los niveles de VDACI se
incrementaron por el tratamiento con ABOs en comparacion con el control, pero
esto disminuyo significativamente cuando las células recibieron el
pretratamiento con SAC. Bajo esta metodologia se obtuvieron variaciones

mayores entre una condicion y otra, pero esto puede deberse a la afinidad de los
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anticuerpos y a como estos se comportan bajo diferentes metodologias

experimentales.

Cuando se aplic6 SAC como pretratamiento fue capaz de evitar el
incremento en la expresion de VDACI, esto refuerza ain mas el resultado
anteriormente expuesto, ya que nos demuestra por dos técnicas diferentes que
SAC previene la sobreexpresion de VDACI inducida por los APOs. Esto
refuerza la hipotesis de que el efecto protector de SAC sobre viabilidad celular,
podria tener relacion con la mantencion de los niveles de proteina de VDACI,
debido a que este tiene una relacion directa en la induccidon de la apoptosis por
su relacion con el Citocromo C (de Ridder et al. 2023) y su capacidad de

permitir el paso del mtDNA al medio intracelular (Wu et al. 2023).

Posteriormente, se analizé el efecto que podria tener SAC, sobre el
fenotipo mitocondrial fisionado descrito para los tratamientos con ABOs (Panes
et al. 2020), y que se asocia a mitocondrias disfuncionales. Para esto se utilizo
la técnica de inmunocitoquimica, usando TOM20 como un marcador
mitocondrial como se ha llevado a cabo anteriormente en literatura (Panes et al.
2020). Con la sefial obtenida se midi6 el tamafo relativo de las mitocondrias en
las células PC-12 sometidas a las diferentes condiciones experimentales, donde

se obtuvo tras los tratamientos con ABOs el fenotipo mitocondrias fisionado,
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con estructuras granulares esperado (Panes et al. 2020), en cambio el
pretratamiento de SAC dio como resultado una morfologia mitocondrial mas
parecidas al control en su tamafio relativo. Este resultado nos da otro indicio de
que SAC puede estar protegiendo en otro eje que conlleva a la muerte celular,
como podria ser la escasez energética producto de la acumulacion de aquellas

mitocondrias fisionadas y disfuncionales.

Para finalizar, al analizar el efecto protector de SAC frente a la toxicidad
inducida por los ABOs, se obtuvo el efecto esperado con ABOs de observarse
una disminucion del AYm (Panes-Fernandez et al. 2023), lo que se relaciona
con una disfuncion mitocondrial y con la induccién de muerte celular, mientras
que por otro lado, el tratamiento de SAC + ABOs mostro un efecto evitando la
disminucién del AWm, lo que puede tener una relacion directa con evitar la
sobreexpresion de VDACI1 y con su capacidad para incrementar la actividad de

enzimas encargadas de lidiar con el estrés oxidativo (Elmazoglu et al. 2021).

Este resultado también se complementa con lo descrito en literatura, donde
se observo que una dieta enriquecida con SAC en ratones C57BL/6J con 60
semanas de edad aumentaba los niveles de proteinas relacionadas con la

biogénesis mitocondrial como SIRT1 y PGC-1a, lo que mejoraba la respuesta
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al estrés oxidativo de forma similar a lo que podria estar ocurriendo en nuestro

modelo de estudio (Chen et al. 2022).
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6. CONCLUSIONES

Finalmente, con los resultados de esta tesis se puede concluir que:

1-

SAC posee un efecto protector frente a la toxicidad inducida por los
ABOs en células PC-12, y que los pretratamientos con SAC son mas
eficaces para evitar la disminucion de la viabilidad celular.

Los tratamientos con SAC evitaron el incremento de proteina de VDACI,
lo que podria ser un mecanismo por el cual se evita la apoptosis celular.
El cambio fenotipico de mitocondrias fisionadas inducido por los ABOs,
fue evitado por los pretratamientos de SAC, ademds de evitar la
disminucién de la actividad mitocondrial, lo que indica cuales podrian
ser posibles mecanismos de proteccion ejercidos por SAC frente a la
toxicidad amiloide.

Se plantea que SAC es capaz de ejercer un efecto protector preventivo
frente a los APOs, debido a su capacidad de evitar el dafio que se produce

en las mitocondrias producto de los ABOs.
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