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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Actualmente la activacién de receptores nucleares LXRs (receptores X del higado) ha
demostrado efectos benéficos en modelos in vitro e in vivo de diversas enfermedades
neurodegenerativas, en particular la enfermedad de Alzheimer, asociado a la
sobreexpresion de proteinas como ABCAL y ApoE. Los agonistas sintéticos generados
hasta el momento pertenecen a comparfias farmacéuticas, que limitan su uso para la
investigacion y la aplicacion. Se han descrito efectos secundarios indeseados de estos
agonistas, por lo cual se ha abierto la busqueda de agonistas naturales, obtenidos de la
biodiversidad alrededor del mundo. En el presente trabajo realizamos la evaluacién de
varios extractos etandlicos de plantas pertenecientes a las familias Lauraceae, Rutaceae
y Myristicaceae provenientes de la biodiversidad colombiana, para definir su potencial
funcibn como agonistas de LXR, ya que estas plantas son ricas en compuestos
terpenoides los cuales tienen la capacidad de activar a LXR. Los estudios se han realizado
utilizando la linea de rifidn embrionario humano (HEK293). Inicialmente se han analizamos
la citotoxicidad de los extractos mediante ensayos de MTT y LDH; la capacidad de activar
LXR se realizd6 mediante ensayos de actividad luciferasa; y cambios en los niveles de
expresion de APOE y ABCAL en la linea celular SHSY-5Y. Estos resultados demuestran
que algunos extractos naturales derivados de plantas de la biodiversidad colombiana
poseen actividad LXR, lo cual los hace candidatos promisorios en el desarrollo de nuevas
herramientas tanto en investigacion como para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

Palabras clave: LXR, Extractos Vegetales, Alzheimer, ApoE, ABCAL



Abstract

Currently, activation of nuclear LXR receptors (liver X receptors) has shown beneficial
effects in in vitro and in vivo models of different neurodegenerative diseases, in particular
Alzheimer's disease, associated with overexpression of proteins such as ABCAl and
ApoE. Synthetic agonists generated until now, belong to pharmaceutical companies, which
limit their use for research and application. Undesired side effects of these agonists have
been described, so the search for natural agonists, obtained from biodiversity around the
world, has been opened. In the present work, we performed the evaluation of several
ethanolic extracts of plants belonging to the families Lauraceae, Rutaceae and
Myristicaceae from colombian biodiversity, to define their potential role as LXR agonists,
since these plants are rich in terpenoid compounds, which have the ability to activate LXRs.
Studies have been performed using the human embryonic kidney cell line (HEK293) and
the neuroblastoma cell line SH-SY5Y. The cytotoxicity of the extracts was initially analyzed
by MTT and LDH assays for both cell lines; the ability to activate LXR was performed by
luciferase activity assays in HEK293 cells; and changes in APOE and ABCA1 expression
levels in the SHSY-5Y cell line. These results demonstrate that some natural extracts
derived from plants of the Colombian biodiversity possess LXR activity, which makes them
promising candidates in the development of new tools in research as well as in the

treatment of neurodegenerative diseases.

Keywords: LXR, Plant Extracts, Alzheimer Disease, ApoE, ABCA1
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Introduccion

Los receptores X del higado (LXRa y LXRb por sus siglas en inglés) son receptores
nucleares activados endogenamente por oxiesteroles'. Consecuentemente, los
oxiesteroles tienen un papel importante en la regulacion homeostatica del colesterol, en el
metabolismo de carbohidratos y en la respuesta inflamatoria, en varios tejidos,
particularmente en el cerebro, donde las proteinas ABCA1 y ApoE son algunos de sus
blancos mas estudiados?3. La razén de interés en ApoE, es que esta es una de las
moléculas mas relevantes en la homeostasis lipidica, la inflamacién cerebral y por lo tanto,

con la Enfermedad de Alzheimer (EA).

La EA es una dolencia sistémica cuyo blanco patolégico final es el cerebro*. Es
considerada como la principal causa de demencia, y debido a su complejidad y falta de
tratamientos efectivos para contrarrestarla, su prevalencia mundial crece
exponencialmente®. Una de las hipétesis mas aceptada sobre la aparicion de la
enfermedad, es la acumulacion de péptidos de Amiloide 8 (AB) tanto dentro como fuera de
las células neuronales®. Este fendmeno desencadenaria todos los demas sintomas de la
EA.

Los sintomas de la EA son generalmente procesos crénicos de inflamacion y alteraciones
en la homeostasis lipidica en el cerebro’. Adicionalmente, la enfermedad presenta una
disfuncion sinaptica que genera procesos neurodegenerativos relacionados con la pérdida
de memoria, lo cual es caracteristico de la enfermedad?®. Diferentes investigaciones han
mostrado que niveles altos de colesterol en la sangre, asi como la variacion en la expresion
de los genes implicados en su homeostasis, son factores de riesgo para el desarrollo de la
EAS-1, |

Uno de esos genes es apoE, precursor de la proteina E (ApoE). Como esta proteina esta

vinculada con la homeostasis lipidica y la inflamacién cerebral, su gen precursor es
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considerado como un factor clave en el desarrollo de la EA. Se sabe que la ocurrencia de
diferentes alelos de apoE tienen efectos en el desarrollo de la EA. Asi por ejemplo, la
presencia de apoE2 tiene un caracter protector, mientras que apoE4 se asocia con una
mayor incidencia de la enfermedad, no obstante apoE3 es el alelo predominante en la

poblacién'?13

Junto con la proteina ApoE, el trasportador ABCA1 también se ha relacionado con la EA,
puesto que en diferentes modelos in vivo e in vitro muestran la importancia de ABCA1 en
la eliminacion de AB mediante la lapidacion de ApoE'4. Adicionalmente Lupton muestra
una relacion entre diferentes alelos del gen de ABCA1 y el riesgo con la EA, mediante un

estudio de casos y controles empleando secuenciacion de nueva generacion.

La expresioén de ApoE, asi como de ABCAA1, es regulada, entre otros mecanismos, por los
LXRs'por lo que su estudio en el sistema nervioso ha crecido notablemente. Varias
investigaciones han mostrado que los LXRs se expresan tanto en cerebros en desarrollo
como en cerebros adultos, y tanto en células neuronales como en células gliales’®.
Adicionalmente en la literatura se presentan estudios que relacionan modelos murinos
knockout de LXRs con anormalidades cerebrales como inclusiones lipidicas celulares, y

aumentos en la carga amiloide local'”:18

En la actualidad, los tratamientos aprobados para la EA disponibles no estan dirigidos hacia
desencadenantes moleculares como LXR. Es por esto que los receptores nucleares como
LXR, son atractivos para el tratamiento de EA debido a su capacidad para facilitar la
degradacién de AB, afectar a la activacion microglial y disminuir el medio pro-inflamatorio

del cerebro, todo asociado a su capacidad de regulacién de los niveles de ApoE y ABCA178.

Hasta la fecha se han desarrollado varios agonistas sintéticos de LXR como T0901317 y
GW3965, los cuales han mostrado una alta efectividad para el tratamiento de
sintomatologias propias de diabetes, cancer, inflamacién y de la EA en modelos murinos.
No obstante, se ha encontrado que estos compuestos generan efectos secundarios
indeseables en humanos como hipertrigliceridemia y problemas a nivel del sistema

nervioso central, ademas que T0901317 no es completamente selectivo a LXR"9,
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Para superar los efectos secundarios generados por los agonistas sintéticos, se han
propuesto como alternativa varios compuestos de alto potencial terapéutico extraidos de
plantas y hongos. Estos compuestos de origen natural, han mostrado una regulacion de la
actividad de LXR '7. Las plantas de las familias de las Lauraceae y Myristicaceae, que
predominan en Ameérica tropical y Malasia, han sido las mas utilizadas por poseer
compuestos como terpenos, sesquiterpenos y lignanos?®-??, los cuales han mostrado

actividad agonista hacia los receptores LXR.234

En consecuencia, el tratamiento de la EA puede abordarse desde el punto de vista de la
modulacion de los desencadenantes moleculares, como los RN. De esta manera, LXR es
un blanco terapéutico prometedor para el control de los sintomas de la EA 'y la busqueda
de nuevos agonistas a partir de la bioprospeccion. Este hecho puede convertirse en un
renglon importante para el desarrollo de nuevos medicamentos y consecuentemente

impulsar de la industria farmacéutica nacional.

Teniendo en cuenta lo anterior, esta tesis estudia el efecto agonista frente a LXRb de
extractos de plantas pertenecientes a las familias de Lauraceae Myristicaceae, y Rutaceae
en un modelo de células HEK293 que expresan LXR y poseen un constructo con los
elementos de respuesta a LXR en la region promotora del gen codificante para Luciferasa.
De esta manera, se seleccionaron 3 extractos con actividad agonista, para posteriormente
evaluar la expresion de proteinas blanco de LXR en células SH-SY5Y, cultivos primarios

de neuronas hipocampales y astrocitos, frente a los tratamientos.



1.Marco Teoérico

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo, considerada como
la principal causa de demencia en la tercera edad®, cuya incidencia mundial en 2014
alcanzé los 24 millones de personas, y se espera que la cifra crezca 20 veces antes del
20404,

La EA fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer en 1907, quien observo tanto
lesiones cerebrales como alteraciones arterioescleréticas en el tejido cerebrovascular,
cumulos neurofibrilares dentro de las células, ademas de depdsitos de una sustancia
desconocida en la corteza. Adicionalmente el conjunto se manifestd con un gran nimero
de células neuronales muertas en el cerebro de una paciente de 55 afios que presento
problemas de pérdida de memoria, alteraciones comportamentales y perdida de funciones

ejecutivas durante 4 afios antes de su muerte en un hospital psiquiatrico 2526,

En la actualidad, las principales caracteristicas fisiopatologicas de la EA son la
acumulacion intraneuronal de la proteina tau hiperfosforilada, en ovillos neurofibrilares, y
agregados intra y extracelulares de péptidos de amiloide-3 (AB). Los ultimos, dan lugar a
la formacion de placas seniles?’; generando dafio celular y la posterior muerte de la
célula?®. Algunos de los sintomas reconocibles y empleados para el diagnéstico de la EA
son la pérdida progresiva de memoria, alteraciones del comportamiento y dificultad para

realizar tareas cotidianas?.
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1.1.1 Factores de Riesgo

En multiples estudios de la EA se han descrito diferentes factores de riesgo tanto genético
como ambiental?’. Debido a que no todos los factores se presentan en todos los pacientes,
se ha definido a la EA como una patologia multifactorial’. Dentro de los factores genéticos
se encuentran mutaciones de los genes de la proteina precursora Amiloide (APP), y las
presenilinas 1y 2, las cuales favorecen mayor produccion de péptidos AB, en los casos de
Alzheimer familiar de inicio temprano®°. De otra parte, tenemos los genes descritos para la
EA deinicio tardio, donde el gen apoE es el mas importante, puesto que su variacion alélica
Se asocia a mayor o menor riesgo para la aparicién de la EA. La presencia del alelo apoE4
aumenta la probabilidad para desarrollar la enfermedad y el alelo apoE2 tiene un caracter

protector frente a la dolencial?3132,

1.1.2 Hipotesis Amiloide del origen de la EA

Debido a que el desarrollo de la EA puede obedecer a una compleja cadena de eventos,
se han planteado varias hipotesis para identificar sus causas principales®3. La hipétesis
mas aceptada hasta el momento es la Hipétesis Amiloide, la cual propone que la
acumulacion de AB, es el primer fendmeno en aparecer en la EA y ello seria el
desencadenante para las demas caracteristicas celulares®*, que se evidenciarian en los

subsecuentes procesos de neurodegeneracion tipicos de la EA (Figura 1-1).

Alteracion de

? homeostasis Aparicion de
H idnica y dafio ovillos
oxidativo
Aumento de AB grggre_m(’)n Qlel Amvphacmn del
afio sindptico dafio neuronal
Oligomerizacién y Activacién de
Formacion de microglia y Demencia
placas astrocitos
Figura 1-1: Cascada de eventos en la Hipotesis Amiloide.

Esquema que resume las etapas en la enfermedad de Alzheimer de acuerdo a la hipétesis amiloide.
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1.1.3 Péptido Amiloide

El AB es un péptido producido a partir del clivaje de APP, cuyo tamafio varia entre 38 y 43
aminoacidos, siendo las isoformas de 40 aminoacidos las mas abundantes?®. En la ruta no
amiloidogénica participan la a-secretasa y la y-secretasa, quienes van a generar dos
fragmentos extracelulares, sAPPa y P3, los cuales tienen actividad neuroproctectora, y un
fragmento intracelular (AICD) que funciona como activador transcripcional. Por su parte en
la via amiloidogénica, los clivajes realizados por la 3 secretasa y la y-secretasa, producen
dos péptidos extracelulares, sAPPB y AB, e intracelularmente también se origina la fraccién
AICD?s (figura1-2).

Gracias a la capacidad de autoagregacion, que tienen los péptidos de AB al adquirir una
conformacion de hoja beta, pueden existir como monémeros, dimeros u oligémeros, los
cuales forman las fibrillas que constituyen las placas amiloides?®. Estas placas y junto a
agregados solubles, en concentraciones del orden de las nano y micromoles®’ producen
alteraciones fisioldgicas que desencadenan procesos de muerte celular®®. Sin embargo,
los péptidos de AB, pueden ser encontrados en varios tipos celulares saludables, asi como
en el fluido cerebroespinal y la sangre®®. Se ha reportado en estos casos que su
concentracion es del orden picomolar, y no tiene efectos citotoxicos; en el cerebro esta
cantidad de amiloide actiia como sefal trofica*?, modulador de la actividad sinaptica y como
antioxidante gracias a su capacidad quelante de metales como cobre, hierro y zinc3®. En
consecuencia, es clara la existencia de una dualidad de roles de los péptidos amiloides de

acuerdo a su concentracién y configuracion en el medio celular.
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Via No Amiloidogénica Via Amiloidogénica
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a- secretasa y-secretasa B-secretasa
Figura 1-2: Procesamientos de APP.

Esquema representativo de los clivajes que sufre APP. Derecha via generacién de péptido amiloide en la via amiloidogénica,
este procesamiento se favorece en las balsas lipidicas. Izquierda ruptura de APP por via no amiloidogénica.

Ahora bien, la eliminacion de AB del cerebro se da por dos vias principales: (1) La
degradacion proteolitica mediada por endopeptidasas. (2) La limpieza mediada por
receptores en las células formadoras del parénquima cerebral, a lo largo de la via de
drenaje de liquido intersticial o a través de la barrera hematoencefalica*'. Esta segunda
via es ejecutada principalmente por los receptores de la lipoproteina ApoE (LRP1, LDLR y

VLDLR), los cuales se expresan ampliamente en neuronas, astrocitos y microglia*2.

1.1.4 Apolipoproteina E (ApoE)

ApoE es una glicoproteina soluble de 299 aminoéacidos , la cual tiene un rol importante en
la regulacion de la homeostasis del colesterol, facilitando la entrada al higado de las
lipoproteinas remanentes de los demas 6rganos del cuerpo*3#4. Después del higado, el
segundo drgano con mayor expresion de ApoE es el cerebro donde es producida por
astrocitos y microglia principalmente®>46, En el cerebro, ApoE forma la mayoria de

particulas de lipoproteinas de alta densidad (HDL) al asociarse con fosfolipidos y
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colesterol; de esta forma es reconocida por los receptores correspondientes en neuronas
y en la barrera hematoencefalica*’. Es asi como una de las principales funciones de ApoE
es transportar el colesterol desde la glia hacia las neuronas, estas ultimas lo requieren
para su crecimiento, reparacion y sinaptogénesis, ya que normalmente no pueden

sintetizar colesterol48-51,

En humanos se han identificado tres isoformas de ApoE: ApoE2, ApoE3 y ApoE4, las
cuales difieren entre si en los residuos 112 y 158, que definen arginina y cisteina (figura 1-
3); estas pequefas diferencias afectan la capacidad y afinidad de ApoE para unirse a
lipidos, receptores y a los péptidos de AB; donde, la isoforma ApoE2 tiene un caracter
protector, la isoforma ApoE3 es la mas frecuente y es eficiente en el transporte e
interaccion con lipidos y AB, mientras que ApoE4 se asocia a procesos de
neurodegeneracion3?%2, En este sentido, se ha reportado que alrededor del 40% de
pacientes con EA presentan la isoforma ApoE4, que al tener menor afinidad por el AB, y
al emplear los receptores VLDLR (transporte mas lento) es mas ineficiente para eliminar
los péptidos amiloides®%2. Adicionalmente estudios in vivo muestran co-localizacién de
ApoE con las placas amiloides®?, y que mutaciones sobre la ApoE afectan su interaccion

con el AB propiciando su acumulacién®2.

Cromosoma 19 e

Cis 158

APOE 2

Cis 112

TAVAVAVAV AVAN

% VAYAVAYAYAY

x Arg 158
APOE 3
Cis 112

19q13.2
— —<
Arg 158 APOE 4
Arg112 * Riesgo para AD
Figura 1-3: Isoformas de ApoE.

Esquema de las tres isoformas de ApoE. Los genes codificantes para su sintesis se encuentran en el cromosoma 19. La
isoforma ApoE2 es la menos frecuente y tiene un caracter protector; por su parte la isoforma ApoE3 es la mas comun;
mientras que la isoforma ApoE4 se considera un factor de riesgo para la EA.
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1.1.5 Colesterol

El colesterol es una de las moléculas lipidicas que encontramos en las biomembranas,
y se ha observado que la variabilidad en su distribuciébn y metabolismo estan
relacionados con diferentes fases en la cascada patogénica de la EA%3. Los procesos
observados en la acumulacion de amiloide como el clivaje de APP y el cambio
conformacional del AB que facilita la formacion de agregados, estan influenciados por
la interaccion de APP y AB con las membranas biol6gicas, especialmente en las balsas

lipidicas, regiones de la membrana donde el colesterol es el componente principal®4°°,

En el cerebro, el colesterol es necesario tanto para mantener la estructura de
membranas, axones y dendritas, como para el adecuado funcionamiento de procesos
vitales como la sinapsis?. Debido a que el colesterol no puede atravesar la barrera
hematoencefalica, la mayoria del colesterol presente en el cerebro es sintetizado por
las células gliales®®5’. Sin embargo, aunque las neuronas requieren de grandes
cantidades de colesterol, no tienen una via de sintesis eficiente, por ende dependen
del colesterol producido por la glia®8-%% donde transportadores como ABCA1 y ABCG1

se encargan de lipidar, a ApoE para su exportacién®%:62,

El desbalance de colesterol en el cerebro se ha asociado a diferentes enfermedades
del sistema nervioso central como la EA y el sindrome de Smith-Lemli-Opitz53.64,
Pfrieger y Hunger®® han propuesto tres formas en que las neuronas manejan las
sobrecargas de colesterol, donde la mas aceptada consiste en oxidar el colesterol en
la posicion 24 por la colesterol-24-hidroxilasa (CYP46A1, un miembro de la
superfamilia de hemoproteinas citocromo P450, ubicada en el reticulo endoplasmico
de neuronas®®). La oxidacion del colesterol genera oxiesteroles, que atraviesan mas
facilmente la barrera hematoencefalica, promoviendo su salida del cerebro®’.

Adicionalmente estos productos de oxidacion actian como activadores del Receptor X



10 Generacion de un modelo in vitro para evaluar la actividad agonista de extractos naturales, obtenidos de

plantas de las familias de Lauraceae y Myristicaceae, sobre el receptor X del higado (LXRb)

del Higado (LXR por sus siglas en ingles), el cual es el regulador del metabolismo de

colesterol por excelencia?.

1.1.6 LXR

Los receptores X del higado (LXRs por sus siglas en inglés), hacen parte de la
superfamilia de receptores nucleares. Los LXRs hace parte de una subclase llamada
heterodimeros de RXR permisivos, que forman dimeros con RXR los cuales se puede
activar independientemente por el ligando de RXR (acido-9-cis-retinoico), el ligando de

LXR o por ambos ligandos en forma sinérgica?.

LXR, presenta dos isoformas, LXRa y LXRb, las cuales comparten una identidad
cercana al 78% en la secuencia de aminoacidos correspondiente al dominio de unién
al DNA. La isoforma LXRa predomina en tejidos metabdlicamente activos como el
higado, mientras que LXRb tienen una expresion mas ubicua, con una alta
concentracion en el cerebro®?2, Aunque presentan diferencias, ambas isoformas son
activadas por los mismos ligandos enddgenos: compuestos derivados del colesterol,
principalmente los oxiesteroles®?; sin embargo algunos oxiesteroles y los ligandos

exogenos descritos suelen ser especificos para una u otra isoforma’®-"2,

= Activacion y Represién regulada por LXRs

La activacion de LXR, ocurre el heterodimero LXR-RXR se une, a las secuencias
AGGTCA presentes en la region promotora del gen diana’?, gracias a los dedos de zinc
en su dominio de unién al ADN. A continuacidn se asocian un conjunto de proteinas
con co-represoras’®. En el momento que el ligando se une al receptor, este Gltimo sufre
un cambio conformacional que libera a las moléculas represoras, y a su vez recluta
proteinas co-activadoras, formando un complejo que promueve la transcripcion del

gen’,
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De otra parte, se ha reportado que los LXRs reprimen la expresion de genes
inflamatorios en macréfagos’®, cuando LXR es activado por su ligando y a su vez se
asocia con un grupo SUMO2/3. Estos eventos, generan su translocacion al promotor
de NF-xB y en consecuencia, el silenciamiento de genes inflamatorios’7¢, Tal es el
caso de la proteina inflamatoria STAT1 la cual queda impedida para unirse al promotor
de sus genes blanco IRF1, TNFay IL6, reduciendo la expresion de dichas proteinas,

y por ende se observa una menor respuesta inflamatoria’”.

= LXRYy Alzheimer

Una de las funciones mas importantes de LXR es su trabajo como sensor de colesterol
y regulador de la homeostasis de lipidos?. La activacion de LXR induce la expresion de
genes involucrados en el transporte de colesterol como proteinas de union a ATP
(ABCA1y ABCG1) y ApoE, ademas regula a la baja genes implicados en la sintesis de
este lipido™®7°.

Los modelos knockout de LXR han mostrado efectos neurodegenerativos
dependientes de la edad, acompafiados de la acumulacién de lipidos en neuronas,
astrocitos y meninges®. Diferentes estudios con ratones knockout (LXRb”) y doble
knockout (LXRa’LXRb”) relacionan la acumulacién de colesterol con la perdida de
neuronas, formacién de placas amiloides, alteracion axonal, y astrogliosis'”€. De esta
forma LXR se convierte en un blanco atractivo en la EA gracias a su capacidad de
regular factores determinantes de la enfermedad, principalmente los involucrados en

la regulacion de APOE, homeostasis del colesterol e inflamaciont8.82,

1.1.7 Dianas Terapéuticas usadas en la EA

Hasta el momento, y de forma general, los mecanismos bioquimicos y moleculares de

la EA no se comprenden por completo, y en ese sentido los tratamientos disponibles
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no logran aliviar a largo plazo los sintomas ni prevenirlos. Dentro de las dianas
terapéuticas actuales encontramos los sistemas de neurotransmisores, principalmente
el colinérgico; y el metabolismo del AB®; algunas de estas estrategias se muestran en
la tabla 1-1. No obstante estos blancos apuntan a estadios iniciales de la enfermedad
para retrasar su avance, pero no permiten tratar a pacientes en etapas avanzadas ni

generar una cura; ademas no funcionan para todos los casos®384,

Tabla 1-1: Estrategias Terapéuticas frente a la EA: Aprobadas y en Investigacion
Farmaco Accién Referencia
Donepezil Inhibicién Petersen®®

acetilcolinesterasa
Rivastigmina Inhibicién Feldman®
acetilcolinesterasa
Galantamina Inhibicién Reisberg®’,
acetilcolinesterasa Raskind®®
incrementa respuesta
pos sinaptica
Memantine Inhibicion de Reisberg®?
receptores NMDA
Tacrine Inhibicién Korabecny®*
acetilcolinesterasa
MK-8931 Inhibidor de BACE Korabecny®
ADZ-3293 Inhibidor de BACE Korabecny?®*
ADZ-2609
LY-28866721 Inhibidor de BACE Korabecny?
E-2609 Inhibidor de BACE Aziz%
Benzodiacepina Inhibidor y secretasa Wolfe®!
Sulfonamida Inhibidor y secretasa Gauthier®?
Benzocaprolactama Inhibidor y secretasa Citron®?
Peptidos evitar agregacion de Pardee®*
AB
Polifenoles previene Pardee®*
Oligomerizacion
Vitaminas A,C, E inhiben Pardee®
Oligomerizacién
Chaperonas modular plegamiento Huang®®,
artificiales de AB Liu®®
CAD106 inmunizacion activa Farlow®’
Bapinezumap Inmunizacion pasiva Liu®®
BII0O37 Inmunizacion pasiva Dunstan®®
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Recientemente varias investigaciones se han centrado en terapias que permitan
modular los niveles de colesterol y otros lipidos; donde se han encontrado efectos
benéficos para diferentes modelos animales de la EA. Uno de los blancos mas
promisorios en este campo son los receptores nucleares, como los LXR, quienes son

conocidos como los reguladores maestros del metabolismo de lipidos*©?.

1.1.8 Agonistas de LXR

Hasta la fecha se han desarrollado varios agonistas sintéticos de LXR como T0901317
y GW3965, los cuales muestran una alta efectividad para el tratamiento de condiciones
como diabetes, cancer e inflamacion en modelos murinos de EA°?2, Nuestro grupo de
investigacion ha reportado varios de los efectos positivos de GW3965 frente a la EA1%-
105, No obstante se ha encontrado que no son completamente selectivos y generan

efectos secundarios en humanos como hipertrigliceridemia e higado graso?®.

1.1.9 Plantas Colombianas como fuente de dianas terapéuticas

Para superar las caracteristicas negativas de los agonistas LXR conocidos, varios
investigadores se han buscado nuevas moléculas en productos naturales, las cuales
sean de facil acceso para la investigacién y que a su vez reduzcan los efectos
secundarios, teniendo en cuenta que estos nuevos compuestos pueden tener mayor
especificidad hacia LXR, una selectividad frente a una isoforma y posiblemente actien

en tejidos especificos®108,

Esta busqueda se ha enfocado en evaluar el efecto de nuevos agonistas sobre algunas
lineas celulares de cancer y del sistema inmune, asi como en algunos modelos
murinos'®’.Por ejemplo, Huang et al?® estudian el efecto agonista, sobre los LXRs en
macrofagos humanos (células THP1), de un compuesto aislado a partir de una planta
usada en la medicina tradicional china. Por su parte Hsiang-Ru Lin1%, emplea una linea

celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) y una molécula aislada de Paeonia
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lactiflora. Estos autores asi como muchos otros emplean el gen de la luciferasa como

reportero para cuantificar la actividad de LXR7,

Nuestro grupo de investigacion junto con el grupo de Productos Naturales Vegetales
de la Universidad Nacional de Colombia, se ha sumado a la busqueda de nuevos
agonistas LXR, para lo cual se escogieron tres familias de la flora colombiana:
Lauraceae, Rutaceae y Myristicaceae, ya que se caracterizan por poseer moléculas
como los terpenos, sesquiterpenos y lignanos?%-??2, Estas moléculas en otros tipos de
plantas, como las empleadas en la medicina tradicional china, han mostrado actividad

agonistas hacia los receptores LXRs y RXRs?324

Segun lo reportado en el Sistema de Informacion sobre Biodiversidad de Colombia, en
el pais podemos encontrar una gran diversidad Lauraceas. Hasta el momento hay
registradas alrededor de 1600, donde los géneros Nectandra y Ocotea son los mas
abundantes y diversos. Tradicionalmente estas plantas se han utilizado para diferentes
tipos de tratamientos como, problemas digestivos, hipertensién y migrafial®®-11,
Ademas varios investigadores han reportado diferentes usos Utiles de las plantas de
estos géneros; como actividad antiparasitaria, antiplaquetaria, antiinflamatoria,

antimicrobiana e insecticidall2.

De otro lado, en la familia de los citricos (Rutaceae), que cuenta con el ampliamente
reconocido género Citrus (naranjas, limones y mandarinas), se conocen varias
cualidades medicinales. Dentro de los usos medicinales que se le han dado a estas
plantas se encuentran tratamientos para enfermedades gastrointestinales, gonorrea,

reumatismos, tratamiento de la malaria entre otros3.

En el caso de la familia Myristicaceae se conocen aproximadamente 500 especies de
arboles de gran tamafio. La mayoria de las especies se caracterizan por la presencia

de aceites esenciales en diferentes érganos, como es el caso de la nuez moscada, y
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porque de sus follajes y troncos se obtienen resinas o mucilagos, de color rojizo o
amarillento!'#115 Tradicionalmente se emplean poco con fines medicinales, por ejemplo
se usa para tratar el paludismo®'®, puesto que su principal uso es en la industria

madererall®.



2.0bjetivos

2.1 General

Evaluar la actividad agonista de extractos naturales, obtenidos de plantas de las

familias de Lauraceae y Myristicaceae, sobre los receptores X del higado (LXRS)

2.2 Especificos

Evaluar el efecto de los extractos de plantas a emplear sobre la viabilidad de células a
emplear: HEK293 y SH-SY5Y.

Generar un modelo in-vitro de células HEK293, transfectandolas con plasmidos de
expresion para LXRb y un constructo con elementos de respuesta a LXR en el promotor

de un gen reportero.

Evaluar la actividad agonista de extractos crudos obtenidos de plantas de las familias

Lauraceae y Myristicaceae en el modelo de células HEK293 generado.

Evaluar el efecto de los extractos que presenten actividad agonista sobre LXR en la
expresion de proteinas blanco como ApoE y ABCAL en la linea celular SH-SY5Y de

neuroblastoma.
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3.1 Materiales

3.1.1Células

En esta investigacion se emplearon dos lineas celulares, las cuales se describen a
continuacion, junto con cultivos primarios de neuronas hipocampales, astrocitos, obtenidos

a partir de cerebros de ratones neonatos c57bl/6.

= Linea celular SH-SY5Y

La linea celular SH-SY5Y es una sublinea generada a partir de la tercera clonacion de las
células SK-N-SH, la cual se establecié originalmente a partir de una biopsia de médula
6sea de un paciente con neuroblastoma en 197016117, Esta linea celular se ha usado como
modelo neuronal desde comienzos de la década de los 80 ya que estas células poseen
varias caracteristicas bioguimicas y propiedades funcionales de las neuronas'8, asi como
algunas propiedades de células madre!'®. Dentro de sus marcadores neuronales se
encuentra la actividad tirosina y dopamina-B hidroxilasa, y la expresiéon de proteinas
formadoras de los neurofilamentos. Su diferenciacion se puede inducir con &cido
retinoico'®, factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en inglés)*?° ,
AMP ciclico dibutirico'?! o estaurosporina'??. Gracias a que estas células expresan LXRDb,
ABCALl y ApoE, se emplearan para evaluar los cambios en la expresion de ABCAL y ApoE

frente al tratamiento con los extractos vegetales.
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= Linea celular HEK293

La linea celular HEK293 fue generada a partir de la transformaciéon de células humanas
embrionarias de rifion, con fragmentos de ADN de adenovirus humano de tipo 5 (Ad5). El
material del adenovirus se incorporg, de forma permanente, en el cromosoma 19 del

genoma huésped estableciendo esta Util herramiental?3:124,

La linea celular HEK293 es ampliamente utilizada en el estudio de proteinas tipicas de
células neuronales, pues tiene muchas caracteristicas en comdn con nheuronas
tempranamente diferenciadas.  Adicionalmente se ha reportado la expresion de
subunidades de proteinas del citoesqueleto y un total de 61 mARN exclusivos de este tipo
de celulas'?®. Adicionalmente su facil manipulacion hace a las células HEK293 un
excelente modelo de trabajo®. Estas células mantienen una estabilidad fenotipica y
electrofisioldgica hasta el pase 30, luego de lo cual es necesario trabajar con una alicuota
nueva para asegurar que las condiciones de trabajo sean optimas®?. La confluencia ideal
para transfectarlas mediante electroporacion, formacion de micelas y formacién de
liposomas, es del 70%*?*. Gracias a esta Ultima caracteristica y al hecho de no expresar
ninguna isoforma de LXR, se seleccion6 esta linea para la generacion del modelo para

evaluar la activacion de LXRb con los extractos vegetales.

= Cultivos Primarios
Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo y astrocitos se obtuvieron a partir de
ratones C57BL/6 E18 o P0O. Todo el procedimiento se realiz6 en cabina de flujo laminar

y con instrumentacion estéril, como se describe a continuacion:

En primer lugar las crias de ratdn se colocaron en una caja de Petri sobre hielo durante
aproximadamente 10 minutos para adormecerlas y proseguir a decapitarlas con tijeras.
Posteriormente, con la ayuda de una caja de Petri las cabezas se embebieron en HBSS
frio para la diseccion bajo un estereoscopio con ayuda de pinzas. Para realizar la
diseccion se inicia retirando la piel y luego la calota para dejar expuesto el cerebro, el

cual se retira con una espétula y se deposita en otra caja de Petri con HBSS. A
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continuacion se retiran las meninges y tomando el cerebro por el lado posterior se
separan los hemisferios cuidadosamente simulando abrir un libro. De esta manera se
dejan visibles los hipocampos, los cuales se remueven, para luego ser puestos en un
tubo conico con HBSS frio. Una vez aislados los hipocampos, se retiran el cerebelo y
el bulbo olfatorio. Las cortezas se cortan por mitades 8 veces con un bisturi y se

trasladan a otro tubo cénico con HBSS.

Una vez recolectados los tejidos se les agrega tripsina 10X y se incuban por 15minutos
(los hipocampos) y 30 minutos (las cortezas) a 37°C, agitando ocasionalmente. Las
cortezas se centrifugan 5 minutos a 300g y los hipocampos se lavan dos veces con
HBSS. Al retirar el sobrenadante se coloca medio completo al 10% de SBF y 1% P/S
(Neurobasal para hipocampos y DMEM para glia) en el cual se disgregan las células.
A continuacién se pasan por un filtro de 70um y con un hemocitémetro se realiza el
conteo para sembrar 70000 células sobre cubreobjetos, de 12mm de diametro, pre-
tratados con poli-L Lisina dispuestos en cajas de 24 pozos con medio neurobasal al
5uM de glutamato en el caso de las neuronas hipocampales. Para el cultivo mixto de
glia las células resuspendidas luego de la centrifugacion, se siembran en una caja de
75cm? previamente tratada con poli-L-Lisina en medio DMEM al 200uM de glutamina.
Una vez sembradas se incuban a 37°C. 3 horas después de sembradas las neuronas,
se completé el volumen de medio a 600uL y se continué la incubacion. Cuando el
cultivo llevaba 3 dias, se cambia la mitad del medio por medio sin glutamato y se repite

el procedimiento cada 3 dias.

Posteriormente, en el dia 12 las neuronas se usaron para los experimentos
correspondientes. Por su parte los astrocitos se mantienen hasta el dia 8, momento
en el cual ya estan confluentes y se procede a separarlos de los otros tipos celulares
presentes en el cultivo. Para esto, la caja se agita en un durante 45 minutos a 0.7g en
un agitador orbital. El sobrenadante se descarta y a las células adheridas a la caja se
les adicionan 15 mL de medio completo y se agitan por 6 horas a 1.7g. El sobrenadante
se descarta y las células adheridas a la caja se tripsinizan y se siembran en 2 cajas
de 75. Se espera que se alcance una confluencia del 70% para usarlas en los
experimentos, lo cual ocurre 6 dias después de realizar la separacion. En este
momento se tripsinizan y se siembran en cajas de 24 pozos o en vidrios pre-tratados

con poli-L Lisina 20X10* células.
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3.1.2 Extractos Vegetales

Los extractos empleados en esta tesis, se muestran en la tabla 3-1. Estos fueron donados
por el profesor MSc. PhD Luis Enriqgue Cuca del Laboratorio de Productos Naturales
Vegetales del departamento de Quimica, Facultada de Ciencias, Universidad Nacional de
Colombia. El procedimiento para obtener los extractos es el siguiente: El material vegetal
se separo en los diferentes 6rganos vegetales como hojas, frutos, madera, corteza y raices
(cuando fue posible). Los dérganos se secaron a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 dias. A partir del material vegetal seco se pesaron muestras, entre
20y 100 g para la obtencion de extractos por maceracion en frio con etanol. Los extractos
alcohdlicos se filtraron, luego se concentraron a presion reducida y se secaron en la cabina
de extraccién. Este procedimiento se realiz6 repetidamente hasta agotar el residuo

obtenido.

Una vez los extractos estaban secos, se prepararon soluciones stock de 50ug/mL en
DMSO, las cuales se almacenan protegidas de la luz a 4°C. Al momento de colocar los
tratamientos a las células, se prepara una solucion de trabajo 1mg/mL en medio DMEM, a
partir del Stock. Con la solucién de trabajo se realizan las diferentes diluciones requeridas

para cada tratamiento.
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Tabla 3-1: Extractos estudiados

EXTRACTO N° FAMILIA ESPECIE ORGANO
1 Lauraceae Ocotea lanceolata Hojas
2 Lauraceae Cinamommun triplinerve Hojas
3 Lauraceae Nectandra reticulata Hojas
4 Lauraceae Nectandra lineata Hojas
5 Lauraceae Persea perseifila Hojas
6 Lauraceae Rhodostemonodaphne laxa Hojas
7 Rutaceae Zanthoxylum sp Hojas
8 Rutaceae Zanthoxylum sp Frutos
9 Rutaceae Zanthoxylum sp Madera
10 Rutaceae Zanthoxylum rhoifolium Corteza
11 Myristicaeae Virola carinata Hojas
12 Myristicaeae Virola carinata Corteza
13 Myristicaeae Virola sebifera Madera
14 Myristicaeae Virola sebifera Semillas
15 Myristicaeae Virola sp Hojas
16 Myristicaeae Virola sp Hojas
17 Lauraceae Nectandra sp Hojas
18 Lauraceae Endichleria oreocola Hojas
19 Lauraceae Endichleria paniculata Hojas
20 Lauraceae Nectandra reticulata Hojas

3.1.3 Reactivos

Para llevar a cabo cada uno de los experimentos, se emplearon diferentes tipos de
reactivos entre los cuales encontramos compuestos puros para preparar las diferentes
soluciones de trabajo, kits comerciales, anticuerpos, medios de cultivo y los suplementos

correspondientes; los cuales se relacionan en las siguientes tablas:
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Tabla 3-2: Reactivos empleados en cultivo celular

Reactivo Marca Referencia
DMEM con glucosa y glutamina Lonza 12-604Q
DMEMF12 Lonza 12-719Q
OPTIMEM Gibco 31985-070
Medio Neurobasal Primario Lonza CC-3256
Suero fetal bovino Gibco 12657
- - 17-603E 10000U Pen/ml
Penicilina/Estreptomicina Lonza 10000ug Strep/ml
Tripsina Sigma 9002-07-7
Poli-L-Lisina Sigma P1274
Lipofectamina2000 Thermoscientific 11668027
Azul de tripan Lonza 17-942E

Tabla 3-3: Reactivos empleados en Westernblot

Reactivo Marca Referencia
Solucion al 30% de Acrilamida Bio-Rad 161-0156
Persulfato de Amonio (APS) Amresco 0486-25G
Dodecil sulfato de Sodio (SDS) ProPure M107-500G
TEMED Sigma T9281-50ML
Buffer Laemmli Biorad 161-0737
Marcador de peso Thermoscientific 26619
Metanol Panreac 131091.1211
Tween 20 BioBasic Inc 9005-64-5
Leche en polvo descremada baja Colanta ND
en grasa
Tiomersal (Mertiolate ®) MK ND

Tabla 3-4: Kits utilizados.

Kit Marca Referencia Uso
o Revelar
ECL Thermoscientific WP20005 membranas WB
Luciferasa Thermoscientific 16176 Evaluar activacion
de LXR
BCA Thermoscientific 23227 Cuantificar proteina
Cyto Tox 96® Non- Cuantificar
Radioactive Cytotoxicity Promega G1781 citotoxicidad de

Assay extractos
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Tabla 3-5: Reactivos para preparacién de soluciones
Reactivos Marca Referencia
Tris base Promega H5135
Glicina J.T Baker 4059-02
Cloruro de Sodio Analyticals 479687
Cloruro de Potasio Merk 4936
Fosfato diacido de potasio BDH chemicals 29608
Fosfato monobasico de sodio Analyticals 480087
Inhibidores de Proteasas y Roche 04906845001
Fosfatasas 04693159001
Buffer RIPA Thermoscientific 89900
Acido Acético glacial Mallinckrodt V193
DMSO Sigma 276855
N,N Dimetilformamida (DMF) Panreac 161785.1611
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolio (MTT) Molecular Probes M6494
Tabla 3-6: Soluciones utilizadas
Solucién Componentes Ensayo
NaCl 13,7 M
KCI 27uM .
PBS 10X pH 7,4 NasHPO4 8uM Cultivo, MTT
KH2PO4 2uM
Tris-Base 1M
TBS 10X, pH 7,5 NaCl 1.5 M Western Blot

TTBS 1X

TBS 1X, Tween 20 al 2%

Western Blot

Buffer Bloqueo

5% leche en polvo en TTBS 1X

Western Blot

Solucién de Lisis

40% Dimetilformamida
16% SDS
Solvente: acido acético al 2%

MTT

Tris-Base 248 mM

Buffer Towing 10X, pH 8,3 Glicina 1,92 M Western Blot
SDS 10 g/L
2,75mg/mL de MTT
MTT Solvente: PBS 1X MTT
SDS 10% SDS en Agua Western Blot
APS1% Persulfato de amonio en agua Western Blot
Tripsina
Tripsina 10X EDTA cultivo
Penicilina/estreptomicina
Tabla 3-7: Anticuerpos utilizados
Anticuerpo Marca Referencia N° Dilucion
Anti LXRb Abcam Ab 76983 1:500
Anti ABCA1 Abcam Ab 18180 1:1000
Anti ApoE Abcam Ab 183596 1:1000
Anti b-actina Sigma A3854 1:25000
Anti-rabbit Cell Signaling 7074p2 1:1000
Anti-mouse Cell Signaling 7076s 1:1000
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3.2 Equipos

Para llevar a cabo los experimentos de esta tesis, se usar diferentes equipos de laboratorio,

los cuales se describe en la tabla 2-8.

Tabla 3-8: Equipos empleados.

Equipo Marca Referencia Uso
Camara de. BioRad Mini-Protean-Ill Cell Western Blot
Electroforesis
Camara para BioRad Mini-Protean-Ill Cell Western Blot
transferencia
ChemiDocTMMP
Fotodocumentador BioRad System Western Blot

Software: Image Lab

Cabina de Flujo
Laminar, Bioseguridad NUAIRE NU-425-300 Cultivo
tipo Il

AutoFlow NU-8500
Water Jacket CO2

Incubadora de CO:> NUAIRE Cultivo
Incubator
Estereomlcroscqplo de Zeiss Axio Zoom V16 Verlflcamo_n'de
fluorescencia transfeccion
Microscopio: Nikon Nikon Eclipse ti C1 plus Seguimiento cultivo
Sofware: Nikon EZ-C1 celular
, . FLx800 Medicion actividad
Fluorémetro Biotek . .
Software: Gen5 luciferasa
Sunrise™ Absorbance .
Tecan Cuantificacion de
Lector de placas Reader.

Software: Magellan Proteinas y ensayo MTT

3.3 Métodos

3.3.1 Determinacion de las Concentraciones de Trabajo.

En primer lugar, se debia saber si los extractos seleccionados tenian un efecto sobre la
viabilidad de las células de trabajo, y asi determinar las concentraciones 6ptimas a emplear
en los ensayos posteriores. Para esto las células se trataron durante 24 horas con
diferentes concentraciones de cada extracto en un rango entre 25 a 250ug/mL (diluciones
preparadas en DMEM), y la viabilidad se evalué empleando un ensayo de actividad

mitocondrial y siguiendo la morfologia celular por microscopia. Paralelamente se realizé
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también un ensayo de liberacién de LDH para corroborar procesos de muerte celular.

= Viabilidad Celular

El ensayo de MTT permite inferir la viabilidad celular de forma indirecta. Consiste en
evaluar la actividad mitocondrial a través de la reduccion de la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5 difeniltetrazolio (MTT) en un compuesto coloreado de formazan, por la enzima
succinato deshidrogenasa mitocondrial. El producto de la reaccibn se acumula
intracelularmente en cristales, por lo cual para su cuantificacion es necesario lisar las
células y disolver los cristales'?. De esta forma a mayor concentracion de formazan, mayor

actividad mitocondrial y por ende mayor viabilidad celular.

= Citotoxicidad

La liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) permite evaluar la citotoxicidad
de un tratamiento en modelos celulares. El ensayo consiste en la reduccién de una
molécula de NAD*a NADH por la enzima LDH liberada por las células en procesos de lisis
celular. Esta reaccion se acopla a la conversién de una sal de tetrazolio en un compuesto

coloreado (rojo) tipo formazan'?’ (Figura 3-1).

LACTATO PIRUVATO
OH 0]
@] 0]
LDH
0. /\ ©
NAD' NADH + H'
FORMAZAN DIAFORASA SAL TETRAZOLIO
Figura 3-1: Reacciones presentes en ensayo LDH

Esquema de la reaccion catalizada por la enzima LDH, acoplada a la reaccion de la enzima Diaforasa, empleada para
cuantificar muerte celular cuando hay ruptura de la membrana plasmatica.
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Inicialmente, las células HEK293 y SHSY-5Y, se sembraron en placas de 96 pozos a una
densidad de 25000 células/pozo. Una vez las células estaban adheridas se colocan los
tratamientos (Tabla 3-9) por 24 horas en un volumen final de 150uL. Finalizado el
tratamiento se retiran 50uL para el ensayo de citotoxicidad y se transfieren a otra caja de
96 pozos. A continuacion, se agregaron 10uL de solucion de MTT en PBS (2,75mg/mL) a
las células para incubarlas por 2 horas a 37°C (ensayo de viabilidad celular). Transcurrido
el tiempo se removi6 el medio teniendo cuidado de no retirar los cristales. A cada pozo se
adicionaron 100uL de solucion de lisis (Tabla 3-5) y junto con agitacion vigorosa por 20
minutos se disolvieron los cristales, obteniéndose una solucion purpura homogénea. Se

midié la absorbancia de cada pozo a 595nm empleando un lector de placas.

Para el ensayo de citotoxicidad en células HEK293, se adicionaron 50uL de solucién de
trabajo (contiene sustrato) a 50uL el sobrenadante previamente recolectado, de muestras,
controles (control positivo: 100% de lisis y control negativo: células sin tratamiento) y
blancos, y se incub6 a 37°C por 30 minutos, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Finalizada la incubacién se detuvo la reaccion con la solucién de parada y se
procedi6 a cuantificar la sefial, a 490nm, en un lector de placas, y mediante la ecuacién 3-

1 se determino el porcentaje de citotoxicidad de cada tratamiento.

Ecuacion 3-1

A b Smues tra

%Citotoxicidad” = X 100

Absmaxima

*Donde Absmestra €S la absorbancia de la muestra menos la absorbancia del blanco (medio de cultivo) y AbSpaxima €S la
absorbancia del control positivo (células sin tratamiento lisadas con Triton x-100) menos la absorbancia del blanco.

Tabla 3-9:  Tratamientos, Controles y Blancos empleados en ensayos de MTT y LDH

Concentraciones evaluadas

para cada extracto (ug/mL) Blancos

Controles positivos

250

125 Células sin Tratamiento (MTT) Solucién de Lisis (MTT)
75 Células lisadas con Triton x- DMEM+ Solucion trabajo+
25 100 (LDH) Solucion de parada (LDH)
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3.3.2 Transfecciéon de células HEK

Paralelamente a la evaluacion de la citotoxicidad de los extractos sobre las lineas
celulares, se generé un sistema para estudiar la activacion de LXRb en las células
HEK293. El sistema consiste en transfectar las células con un plasmido de expresién para
LXRb (pCMX-LXRb), un plasmido que permita expresar un gen reportero (Luciferasa)
dependiente de la activacion de LXRb(LXRE-Luc), y finalmente un plasmido cuyo gen
reportero (GFP) no dependa de LXRb para expresarse(pEGFP-N1) tabla 3-10. Este tipo
de modelo lo han utilizado diferentes investigadores'?¢-1% donde la principal variacion es
el gen reportero independiente. Algunos emplean una luciferasa distinta'3!, otros
betagalactosidasa’®®3? y algunos GFP*33 . Este segundo gen reportero permite normalizar
el proceso de transfeccidn. Este gen se puede usar en el mismo plasmido que contiene el
gen reportero regulado por el factor de transcripcion a estudiar o en un plasmido

independiente como se realiz6 en esta tesis.

Para realizar la transfeccion de las células HEK293, éstas se sembraron en cajas de 6
(1,5X10° células/pozo) y 96 pozos (5X103 células/pozo) y se dejaron adherir a la superficie
durante toda la noche. Al dia siguiente se cambia el medio por DMEM al 0,1% de SFB una
hora antes de colocar la mezcla de transfeccion; la cual consiste en lipofectamina y los
plasmidos disueltos en Optimem preparada segun las recomendaciones del fabricante. En
el proceso de estandarizacion se evaluaron diferentes concentraciones de los plasmidos
como se muestra en la tabla 2-10. 24 horas después de realizada la transfeccion se
observan las células en un estereomicroscopio de fluorescencia, a 112X, para confirmar
gue éstas hayan adquirido el nuevo ADN, empleando un filtro de 488nm que permite ver

el GFP sintetizado por las células. Una vez verificado esto se colocan los tratamientos.
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Tabla 3-10: Plasmidos empleados para evaluar activacion de LXRb

Cantidades
Constructo Uso I Origen Referencia
Evaluadas(ng)
Gen reportero luciferasa 170
LXRE-LUC por 300 Laffittel2®
dependiente de LXR
500 Donado por el
Gen reportero luciferasa MD.PhD Peter
LXRE-LUC*(C-) dependiente de LXR 170 Tontonoz de la Laffitte!?®
truncado Universidad de
30 California (UCLA)
., Umesono y
pCMX-LXRb Expresion de LXRb 60 . 128129
Laffite!s®
100
Gen reportero GFP 8
PEGFP-N1 . P 12 ; Cormack?3
independiente de LXR 24

3.3.3 Ensayo de Transactivacion

Los ensayos con genes reporteros como el gen codificante de la enzima luciferasa, son
ampliamente usados para estudiar fendmenos relacionados con la expresion génica. Estos
experimentos consisten en emplear vectores que contienen la secuencia de nucleétidos
del reportero, cuya transcripcion esta regulada por la regiéon promotora de interés. Asi la

cantidad de proteina traducida sera proporcional al evento a estudiar en el promotor.

En este caso, el ensayo se emplea para medir la activacion del factor de transcripcion
LXRb, asi que en la region promotora de la secuencia codificante para la luciferasa, se
encuentra el elemento de respuesta de LXRb, por lo cual cuanto mayor sea su activacion,
se acrecentara la actividad enzimatica, cuantificada mediante la cantidad de luz producida
(figura 3-2).
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Figura 3-2: Ensayo de Transactivacién empleando luciferasa como gen reportero.
Representacion de los procesos celulares que ocurren durante el ensayo para evaluar la activaciéon de LXR donde el gen
reportero es la enzima luciferasa.

Para este ensayo se usaron células HEK293 transfectadas para expresar LXRp, GFP, y

luciferasa dependiente de la activacion de LXR, y un kit para evaluar actividad luciferasa

(Thermoscientific Massachussetts, USA). En primer lugar, 24 horas después de transfectar

las células, se cambia el medio a DMEM al 1% de suero y se colocan los tratamientos,

cada uno por triplicado, de acuerdo a las concentraciones determinadas en los ensayos
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de viabilidad y citoxicidad (ver tabla 4-1), y se incuban a 37°C durante 24 horas. Cumplido
ese tiempo se retira el medio y se hace un lavado con PBS 1X teniendo cuidado de no
perturbar la monocapa. A continuacion se lisan las células con 100uL del buffer de lisis que
viene en el kit durante 15 minutos bajo una agitacion moderada. Posteriormente se toman
20uL del lisado, se colocan en una caja de 96 pozos negray se adicionan 50uL de solucién
de trabajo (contiene luciferina). Con la caja dentro del Fluorémetro se esperan 10 minutos
para que se estabilice la sefial, y se realiza la lectura de luminiscencia a 560nm, dos veces
consecutivas para asegurar la precisién de la medida. Finalmente se hace una medicién
de fluorescencia de GFP, la cual servira para la normalizacion de la medicion de

luminiscencia.

3.3.4 Evaluacién de la expresidon de proteinas

Para evaluar los cambios en la expresion de APOE y ABCAL con los diferentes extractos,
se empled la linea celular SHSY-5Y, y la técnica de Western Blot. En este caso se
sembraron 150.000 células por pozo en cajas de 6 pozos, y una vez se encontraban
adheridas a la matriz, se colocaron los tratamientos seleccionados de acuerdo al ensayo
transactivacién, durante 24 horas. Finalizado este tiempo, se evalu6 la expresion de
ABCAL1 y APOE en extractos de proteina total.

Extraccién y cuantificacion de proteinas

Una vez terminado el tiempo de los tratamientos, se retir6 el sobrenadante y se hicieron 3
lavados con PBS 1X con cuidado de no despegar la monocapa de células. Posterior a esto,
se lisaron las células con buffer RIPA y una soluciéon de inhibidores de fosfatasas y
proteasas. El lisado se centrifuga a 17000g durante 15 minutos a 0°C, luego se aplican 3
pulsos de ultrasonido, de 3 segundos cada uno, a 20% de amplitud, y finalmente se
centrifuga una vez més a 17000g durante 15 minutos a 0°C. Por ultimo, se cuantificé la
proteina total en el extracto empleando un kit basado en el método de &cido bicinconinico
(BCA) (Thermoscientific, Massachusetts, USA) de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.
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Western Blot

La separacion de proteinas (SDS-PAGE) se llevd a cabo en un sistema miniprotean 3 de
Bio-Rad con buffer towing 1X, empleando geles al 12%. Por muestra se sembraron 30ug
de proteina total previamente desnaturalizada durante 10 minutos a 96°C. El corrido se
inicié6 a 50 voltios durante 50 minutos para que las muestras se alinearan, una vez las
muestras estaban alineadas en el gel de separacion el voltaje se aumentd a 90 voltios
hasta observar que el frente de corrido llegaba al borde inferior del vidrio que contenia el
gel (90 minutos); adicional a esto se us6 un marcador de peso (Thermoscientific,
Massachusetts, USA) para seguir el proceso de separacion.

Con las proteinas separadas se procedié a transferirlas a una membrana de PVDF,
previamente activada con metanol, empleando buffer Towing 1X al 20% de metanol y
250mA durante 2 horas. La membrana que contenia las proteinas se bloqueé por 1 hora
empleando buffer de bloqueo (tabla 3-6), y luego se incubo toda la noche a 4°C en
anticuerpo primario. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con
buffer TTBS 1X. Inmediatamente se incubd en anticuerpo secundario por 2 horas a
temperatura ambiente, para luego hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con buffer TTBS
1X y proceder a revelar en un fotodocumentador (Bio-Rad California, USA) y el kit de
revelado ECL (Thermoscientific, Massachusetts, USA). Las densitometrias se hicieron con

el software ImageLab.

3.3.5 Analisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron empleando el software Graph Pad Prism 5,
teniendo en cuenta que los datos obtenidos en cada experimentos, corresponden a tres
replicas bioldgicas independientes, cada una por triplicado. Los resultados, se expresaron
como promedio = SEM. En todos los experimentos se realizaron pruebas t de student al

95% de confianza.






4. Resultados

4.1 Objetivo especifico 1: Ensayos de Viabilidad y
Citotoxicidad

Los resultados de los experimentos de MTT y LDH, mostraron que los extractos 1, 10 y 16
(hojas de Ocotea lanceolata, corteza de Zanthoxylum rhoifolium. y Hojas de Virola sp.) en
ninguna de las concentraciones empleadas, disminuian en mas de un 30% la viabilidad
celular y la liberacion de la enzima LDH fue menor al 30% (figura 4-1 A). La morfologia,
durante el ensayo no cambi6é viéndose células adheridas, refringentes, con forma
fibroblastica (alargada), como se muestra en la figura 4-1 B. Adicionalmente, en el caso del
extracto 1 (hojas de Ocotea lancolata), el ensayo de MTT muestra una tendencia a

promover proliferacion.

De otra parte los extractos 5, 6, 7, 9, 11, 12, 13, 14, 18 y 19 mostraron efectos adversos
en las células en concentraciones superiores a los 75 ug/mL. De esta manera, las células
se observaban flotando y con una morfologia circular ademas de presentar, en promedio,
un porcentaje de citotoxicidad superior al 40%. Por su parte las concentraciones de 25 y
75 ug/mL permiten observar células en un estado saludable, adheridas y refringentes, con
actividad mitocondrial superior al 70% y un porcentaje de liberacion de LDH menor al 30%
(ver anexo A). Los demas extractos solo mantenian la viabilidad celular por encima del
70% a concentraciones iguales o menores 25 ug/mL. En la tabla 4-1 se resumen las

concentraciones de trabajo establecidas a partir de estos ensayos.
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A. Evaluacion de viabilidad celular (MTT) y citotoxicidad (LDH) de los extractos 1, 10 y 16, los cuales resultaron poco toxicos
para las células en todas las concentraciones estudiadas. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos
independientes (n=3 por cada experimento). B. Fotografias de las células HEK293 24h después de los tratamientos con los
extractos 1 (E1), 10 (E10) y 16 (16) a 250 ug/mL.
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Tabla 4-1: Concentraciones de trabajo determinadas para cada extracto

Tratamiento Con(Ezr/\rtr:angmn Especie Organo
Extracto 1 250 Ocotea lanceolata Hojas
Extracto 2 15 Cinamommun triplinerve Hojas
Extracto 3 25 Nectandra reticulata Hojas
Extracto 4 25 Nectandra lineata Hojas
Extracto 5 75 Persea perseifila Hojas
Extracto 6 75 Rhodostemonodaphne Hojas

laxa
Extracto 7 75 Zanthoxylum sp Hojas
Extracto 8 25 Zanthoxylum sp Frutos
Extracto 9 75 Zanthoxylum sp Madera
Extracto 10 250 Zanthoxylum sp Corteza
Extracto 11 75 Virola carinata Hojas
Extracto 12 75 Virola carinata Corteza
Extracto 13 75 Virola sebifera Madera
Extracto 14 75 Virola sebifera Semillas
Extracto 15 25 Virola sp Hojas
Extracto 16 250 Virola sp Hojas
Extracto 17 25 Nectandra sp Hojas
Extracto 18 75 Endichleria oreocola Hojas
Extracto 19 75 Endichleria paniculata Hojas
Extracto 20 25 Nectandra reticulata Hojas

Adicionalmente, al estudio de los extractos crudos se evaluaron también las fracciones en
metanol, diclorometano y acetato de etilo del extracto 1, ademas de los compuestos
volatiles (aceite esencial). Teniendo en cuenta que el extracto crudo tiene un
comportamiento similar en las dos lineas celulares estudiadas, se decide evaluar viabilidad
y citoxicidad Unicamente en células HEK293. En este experimento, las fracciones en los
diferentes solventes organicos, no afectaron la viabilidad celular de ninguna forma;
mientras que el aceite muestra efectos citotéxicos a concentraciones superiores a 12

ug/mL.(figura 4-2)
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Figura 4-2:  viabilidad y citotoxicidad de las fracciones del extracto 1.

Viabilidad celular (MTT) y citotoxicidad (LDH) determinadas para cada una de las fracciones y el aceite provenientes del
extracto 1 en células HEK293. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3 por cada

experimento).
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En el caso del extracto 10, se evalud la citoxicidad y el efecto en la viabilidad celular, de

extractos obtenidos del mismo organismo, pero de otros 6rganos: hojas, madera y frutos.

Se observo que la viabilidad celular no se reduce en ninguna de las concentraciones de

trabajo, y la citotoxicidad es menor al 30%. (figura 4-3)
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Figura 4-3: Viabilidad y citotoxicidad de otros extractos provenientes de Zanthoxylum rhoifolium.

Viabilidad celular (MTT) y citotoxicidad (LDH) determinada para extractos de otros 6érganos de Zanthoxylum rhoifolium (A-C).
Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3 por cada experimento).
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Se ha observado que extractos y compuestos aislados de plantas de las familias
Lauraceae, Myristicaceae y Rutaceae tienen comportamientos variados frente a la
viabilidad celular. Algunos efectos son muy negativos como los reportados por Pacifico
etal., donde los extractos de hojas de Laurus nobilis, presentan efectos citotdxicos frente
a células SHSY-5Y!35, Paralelamente, otros estudios muestran efectos benéficos, por
ejemplo, los sesquiterpenos encontrados por Qin-Gen en un extracto vegetal de una

rutacea, muestra un caracter protector en células hepaticas*3¢.

4.2 Objetivo especifico 2: Estandarizacion del sistema
para evaluar la activacion de LXRb

Paralelamente a la evaluacion de la citotoxicidad de los extractos sobre las lineas
celulares, se generé un sistema para estudiar la activacion de LXRb en las células
HEK293. El sistema consiste en transfectar las células con un plasmido de expresién para
LXRb (pCMX-LXRb), un plasmido que permita expresar un gen reportero (Luciferasa)
dependiente de la activacion de LXRb (LXRE-Luc), y finalmente un plasmido cuyo gen
reportero (GFP) no dependa de LXRb para expresarse (pEGFP-N1). Este tipo de modelo
lo han utilizado diferentes investigadores!?8-130 donde la principal variaciéon es el gen
reportero independiente. Algunos emplean una luciferasa distinta’®!, otros
betagalactosidasa'3®13? y algunos GFP33, Este segundo gen reportero permite normalizar
el proceso de transfeccidn. Este gen se puede usar en el mismo plasmido que contiene el
gen reportero regulado por el factor de transcripcion a estudiar o en un plasmido

independiente como se realiz6 en esta tesis.

El proceso de transfeccion se siguié mediante WesternBlot de LXRb y por microscopia de
fluorescencia (GFP). Se encontr6 que las diferentes concentraciones de plasmido
empleadas permiten expresar LXRb y GFP en la linea celular, mientras que las células que
no se trataron de ninguna forma y aquellas que se transfectaron con un pladsmido truncado

no presentaron fluorescencia ni la presencia de LXRb como se aprecia en la figura 4-4.
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Figura 4-4. Confirmacion de la transfeccion de células HEK293 para generacion de modelo de trabajo.

A Expresion de LXRb en células HEK293 empleando diferentes concentraciones de plasmido pCMX-LXRb y
concentraciones constantes de los plasmidos LXRE-LUC y GFP, donde Vh representa células que pasaron por el proceso
de transfeccién sin usar plasmido pCMX-LXRb, y St a las células HEK293 sin ningun tratamiento. B Evaluacién por
microscopia de fluorescencia del proceso de transfeccion.

Finalmente se evalué la produccion de luciferasa dependiente de la activacion de LXRb en
el sistema. Para esto, se trataron las células transfectadas con el agonista sintético de
LXR, GW3965, a una concentracion de 10uM (6ug/mL), la cual no genera muerte celular y
si una maxima activacion!®’. Como resultado, se observa que los controles de células sin
transfectar (ST), asi como de células transfectadas y tratadas con el vehiculo y de células
transfectadas con el plasmido truncado y tratadas con el agonista GW3965,presentan una
minima actividad luciferasa. Por su parte las células transfectadas y tratadas con el
agonista GW3965 muestran una actividad agonista cinco veces mayor y significativamente
diferente a las células de los controles previamente mencionados como se muestra en la
figura 4-5. Lo anterior nos permite afirmar que el modelo generado permite evaluar la
activacion del receptor LXRb, empleando la luciferasa como gen reportero de forma

especifica.
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Figura 4-5 Estandarizacion del ensayo de Transactivacion de LXRb.

Ensayo de actividad luciferasa llevado a cabo en células HEK293 sin transfectar y tratadas con vehiculo (barra rosa),
transfectadas y tratadas con vehiculo (barra naranja), transfectadas con lo plasmidos pCMX-LXRb y LXRE-Luc, y tratadas
con el agonista sintético de LXR, GW3965 (barra verde claro); y transfectadas con los plasmidos pCMX-LXRb y LXRE-Luc
truncado y tratadas con el agonista GW3965 (barra verde oscuro). Los datos representan medias + SEM de tres
experimentos independientes (n=3 por cada experimento). La comparacion estadistica se realizé usando un andlisis de t de

student ** p<0,01

Estos resultados permitieron establecer condiciones éptimas y eficientes de transfeccion

(tabla 4-2), para realizar los ensayos con los extractos vegetales, las cuales resultaron

similares a las reportadas por Moutinho, quien utiliza un sistema muy parecido, incluyendo

el mismo plasmido reportero (LXRE-LUC)32,

Tabla 4-2: Cantidades de cada plasmido estandarizadas

CONSTRUCTO CANTIDAD USADA POR CADA 5X10°
CELULAS (NG)
LXRE-LUC 160
LXRE-LUC*(C-) 160
pCMX-LXRb 30
PEGFP-N1 8
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4.3 Objetivo especifico 3: Evaluacion de la actividad
agonista de los extractos:

En el sistema previamente generado, se evalud si los extractos eran capaces de activar a
LXRb. Como se observa en la figura 4-6, en este experimento se encontrd que los extractos
1, 3 y 10 producen una activacion del receptor nuclear en una proporcion similar a la
generada por el agonista sintético, mientras que los extractos 14, 15 y 17, aunque
presentan actividad luciferasa esta no es tan alta como la del GW3965. Finalmente, en el
resto de los extractos no se encontr6 actividad agonista LXRb; sin embargo, los extractos
5, 6 y 7 parecen mostrar actividad antagonista al reducir la activacion “basal” del receptor.
De acuerdo a estos resultados se seleccionaron los extractos 1, 3 y 10 para realizar los

ensayos posteriores
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Figura 4-6: Evaluacién de la actividad agonista de los extractos frente a LXRb en el modelo generado de células HEK293.

Ensayo de actividad luciferasa para evaluar activacién de LXRb con la concentracién determinada por los ensayos de viabilidad celular en el modelo de células HEK293 transfectadas.
El vehiculo es DMSO. Las barras coloreadas en violeta, amarillo y rosado, corresponde a los extractos que presentan la mayor actividad agonista respecto al vehiculo, y que se
seleccionaron para los ensayos posteriores; en gris oscuro se muestran los extractos con actividad agonista leve, y en blanco los extractos sin actividad. En gris claro se muestra el
efecto del vehiculo y el agonista sintético GW3965 a 6ug/mL(control positivo. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3 por cada experimento).
Las comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.



4.4 Efecto de los extractos con actividad agonista sobre
la expresion de ABCAL1l y ApoE en células SH-SY5Y:

Resolucidon Objetivo especifico 4.

Una vez determinado que los extractos 1(Ocotea lanceolata), 10 (Zanthoxylum rhoifolium)
y 3(Nectandra reticulata) logran activar a LXRb, se procedié a evaluar la expresion de
ABCA1 y ApoE mediante WesternBlot en la linea celular SH-SY5Y, que expresa tanto LXR
como ABCA1 y ApoE’2. Se observé que los extractos 3 y 10 produce aumento de ABCA1
y Apoe, siendo el extracto 3 quien mayores cambios genera (figura 4-7). Estas
observaciones son sorpresivas teniendo en cuenta que los extractos 1 y 10 producen una
activacion del receptor en igual intensidad al agonista sintético, el cual si genera cambios
drasticos en la expresion de ambas proteinas. Lo anterior, lleva a pensar que otros
compuestos en dichos extractos estan regulando la expresion, posiblemente a niveles
postrascripcionales, o que se encuentran acelerando su tasa de degradacion. Para esto
se procedié a estudiar tanto el comportamiento de fracciones del extracto frente a la
activacion de LXRb (ensayo de luciferasa) como su efecto en la expresion de las proteinas

blanco.
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Figura 4-7: Los Extractos 1, 3y 10 cambian la expresiéon de ABCA1y ApoE en células SH-SY5Y.

A WesternBlot en células SH-SY5Y tratadas con vehiculo, 6ug/mL del agonista sintético GW3965, Extracto 1 250ug/mL,
Extracto 3 25ug/mL y Extracto 10 250ug/mL durante 24 horas. B Densitometria para ABCA1. C Densitometria para ApoE.
Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=2 por cada experimento). Las comparaciones
contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student; ** p<0.01; *** p<0.001.
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4.5 Resultados Adicionales

4.5.1 Efecto de los extractos 1y 10 en cultivos primarios
de neuronas hipocampales y astrocitos

En el camino para darle mayor relevancia biologica a los resultados obtenidos con la linea
celular SH-SY5Y, se decidio estudiar el comportamiento de ApoE y ABCA1 en cultivos
primarios de neuronas y astrocitos frente a los extractos seleccionados. En la figura 4-8 se
muestra que el extracto 10 logra aumentar expresién de ApoE por encima del tratamiento
con GW3965 y ABCAL en igual proporcién gque el agonista sintético en neuronas. Sin

embargo, el extracto 1 solo incrementa en una cuarta parte la expresiéon de ApoE en las

neuronas.
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Figura 4-8: El extracto 10 cambia la expresion de ABCA1 y ApoE en neuronas hipocampales.

A WesternBlot en cultivo primario de neuronas hipocampales tratadas con vehiculo 6ug/mL del agonista sintético GW3965,
Extracto 1 250ug/mL, y Extracto 10 250ug/mL durante 24 horas. B Densitometria para ABCA1. C Densitometria para ApoE.
Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=2 por cada experimento). Las comparaciones
contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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En el caso de los astrocitos el extracto 10 acrecienta ApoE y ABCAL. Sin embargo, este
aumento es menor al obtenido con el GW3965. Por su parte, el extracto 1 solo produce un
incremento en ABCAL. Finalmente, el extracto 3 logra aumentos tanto en ABCA1 como en
ApoE, donde el efecto sobre ApoE no es superior al generado por el agonista sintético
(figura 4-9).

B
ABCAl
104
g 7
£ T
P 6
8 .
A I 4 *k T
O
Vh  GW FE1 F10 -
a 7 A - 04
& L B e
ABCAL 2= 3 % _EI o = o
S 3 W
< >
Apot | NP W . ﬂ o ;
O]
B-Acting e --"
C
ApoE
"
o *kk
£ 3 " *
3 %
@ 21 L
- ns
Q 14
<
ol
— [s2]

Vehiculo
GW 6ug/mL

Figura 4-9: Extractos 3y 10 aumentan expresién de ABCALy ApoE en Astrocitos
A WesternBlot en cultivo primario de astrocitos tratadas con vehiculo 6ug/mL del agonista sintético GW3965, Extracto 1
250ug/mL, Extracto 10 250ug/mL y Extracto 3 25ug/mL durante 24 horas. B Densitometria para ABCAL. C Densitometria

para ApoE. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=2 por cada experimento). Las
comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Las diferencias observadas entre el cultivo de neuronas y el de astrocitos puede deberse
a la susceptibilidad de cada tipo celular al extracto a causa de una diferencia en la isoforma
de LXR que presente en cada grupo celular. Whitney y colaboradores mostraron que, si
bien LXRb es la isoforma predominante tanto en neuronas como astrocitos, la isoforma

LXRa se encuentra en una mayor concentracion (un orden de magnitud) en astrocitos®.
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Una vez observado que los extractos seleccionados (1, 3y 10) generaban cambios en la
expresion de ABCA1 y ApoE tanto en la linea celular (SHSY-5Y) como en los cultivos
primarios, se procedio a profundizar su estudio. En esta tesis no contintio estudiando el
extracto 3, puesto que no se tenian extractos adicionales (de la misma planta) ni

fracciones disponibles.

4.5.2 Relacion entre la concentracion de extracto y la
activacion de LXRDb.

En primer lugar, se procedié a estudiar si la activacion observada era concentracion-
dependiente, para lo cual se probaron concentraciones de 250, 125y 75 ug/mL, donde las
dos ultimas en el caso del extracto 1, no generan activacién de LXRb (Figura 4-10A). En
el caso del extracto 10, este muestra actividad a las tres dosis estudiadas, y aunque no
hay una diferencia significativa entre ellas, si se observa una tendencia a disminuir la

actividad conforme se reduce la concentracién, tal como se muestra en la figura 4-10B.
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Figura 4-10: Evaluacion de efecto dosis dependiente en actividad luciferasa de extractos 1 (Ocotea
lanceolata)y 10 (Zhantoxylum rhoifolium).

A Efecto dosis dependiente del extracto 1. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3
por cada experimento). Las comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student ** p<0.01; ***
p<0.001.B Efecto de la dosis dependiente del extracto 10. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos
independientes (n=3 por cada experimento). Las comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. La comparacion entre las 3 dosis se realiz6 con una ANOVA de una via.
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4.5.3 Activacion de LXRb con fracciones del Extracto 1
(Ocotea lanceolata, Hojas)

Ahora bien, en el camino para encontrar cual compuesto entre los presentes en el extracto
1 es el responsable de la actividad agonista y elucidar si existe algin componente en el
extracto crudo que interfiera con la expresion de ApoE y ABCA1, se estudiaron fracciones
del extracto en diferentes solventes. Para estos ensayos se emple6 una concentracion de
250ug/mL para cada fraccién, conforme a los resultados obtenidos en los ensayos de
viabilidad y citotoxicidad( figura 4.2).

= Ensayo de Transactivacién con fracciones en células HEK293

En primer lugar, se evalué la actividad en fracciones de metanol, diclorometano y acetato
de etilo para encontrar la molécula responsable de activar a LXRb. Se encontré que la
fraccion de acetato de etilo es la Unica que no tiene efecto agonista y por el contrario reduce
la actividad “basal”’, mientras que las demas fracciones presentan igual activacién que el

extracto crudo (figura 4-11).
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Figura 4-11: Activacion de LXRb con fracciones obtenidas del extracto 1 en diferentes solventes.

Ensayo de Transactivacion para estudiar activacion de LXRb con diferentes fracciones del Extracto 1. Total se refiere al
extracto etanolico, CH,Cl, a la fraccion en diclorometano, MeOH a la fraccién en metanol y EtoAc a la fraccidn en acetato
de etilo. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3 por cada experimento). Las
comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. La
comparacion entre las diferentes fracciones se realizé con una ANOVA de una via
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= Efecto de las Fracciones sobre la expresion de ABCAly ApoE en células SHSY-
5Y
En segundo lugar, se realizé un Western Blot con proteina aislada de células SH-SY5Y
tratadas con las fracciones del extracto 1 en pro de evaluar el efecto de las fracciones
sobre la expresion de ABCA1 y ApoE. El experimento muestra que las fracciones en CH2Cl,
y MeOH aumentan la expresion de ApoE, siendo la primera quien produce un mayor
incremento; mientras que la fraccion en EtOAc tiende a reducir su expresion basal. Sin
embargo, en el caso de ABCA1, unicamente la fraccion en metanol aumenta ABCA1,
aunqgue no al nivel que lo hace el GW3965 (figura 4-12). Lo anterior, permite intuir que el
efecto producido sobre ApoE por la fraccion en diclorometano es independiente de ABCA1,
de forma similar a lo observado por Stukas et al y Huang etal.'3813°, Se infiere también, que
los compuestos presentes en la fraccion de acetato de etilo, afectan la expresién de ApoE
y ABCA1, permitiendo explicar porque no se observan cambios al usar el extracto crudo.
Adicionalmente la diferencia en los efectos producidos por las fracciones en metanol y
diclorometano, pueden deberse a que cada una contiene un agonista distinto y que, por lo

tanto, los mecanismos en cada caso varien.
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Figura 4-12: Cambios en la expresién de ABCA1y ApoE generados por las fracciones del extracto 1

A WesternBlot de ABCAL y ApoE luego de tratar las células con 250ug/mL de las fracciones de Diclorometano (CH2CI2),
Metanol (MeOH) y Acetato de etilo (EtOAc). B Densitometria de ABCA1. C Densitometria de ApoE. Los datos representan
medias + SEM de tres experimentos independientes (n=2 por cada experimento). Las comparaciones contra el vehiculo se
realizaron empleando una t de student * p<0.05.
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4.5.4Activacion de LXRb con extractos totales de frutos
madera y hojas de Zhantoxylum rhoifolium (Extracto
10)

= Ensayo de Transactivacion con nuevos extractos en células HEK293

Debido a que la expresidn génica es diferente en cada parte de la planta, la concentracion
y disponibilidad de los metabolitos secundarios también cambiara. Por esta razon, también
se estudiaron extractos de diferentes 6rganos (frutos, madera y hojas) de Zanthoxylum
rhoifolium. En este ensayo se encontrd que en el extracto de corteza (extracto10) es donde
mas actividad se presenta. Sin embargo, los extractos de frutos, madera y hojas también
generan activacion de LXRb, pero con menor intensidad, indicando que el metabolito(s)
responsable(s) de la actividad predomina(n) en la corteza de la planta. (ver figura 4-13)

Zanthoxylum rhoifolium
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Figura 4-13: Actividad Luciferasa en distintos 6rganos de Zanthoxylum rhoifolium.

Evaluacion de la actividad luciferasa por activacion de LXRb con extractos de distintos 6rganos de la planta Zanthoxylum
rhoifolium. Los datos representan medias + SEM de tres experimentos independientes (n=3 por cada experimento). Las
comparaciones contra el vehiculo se realizaron empleando una t de student * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. La comparacion
entre los extractos de cada 6rgano se realizé con una ANOVA de una via * p<0.05.

=  Efecto de los nuevos extractos sobre la expresion de ABCALly ApoE en células

SHSY-5Y
Al comparar el efecto de los extractos de hojas, madera y frutos de Zanthoxylum rhoifolium,

con el extracto de corteza, de la misma planta, se encontré que el extracto de hojas no
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genera cambios respecto al control en el caso de ApoE, mientras que los otros dos
extractos tienen actividad similar a la presentada por el extracto de corteza y el GW3965,
tal como muestra la figura 4-14B. En cuanto a ABCAL, solo el extracto de frutos produce
un incremento en la cantidad de proteina (figura 4-14A). Estos resultados junto con los
presentados en la figura 4-13 muestran que la corteza es el mejor candidato para encontrar
un agonista de LXRDb, puesto que presenta la mejor actividad luciferasa y logra incrementar
la expresion de ApoE y ABCAL con igual o mayor intensidad al GW3965. Sin embargo,
también seria interesante continuar estudiando el extracto de frutos e investigar el

mecanismo por el cual el extracto de madera incrementa ApoE y no ABCAL.
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Figura 4-14: Los extractos de Zanthoxylum rhoifolium cambian expresién de ABCA1y ApoE.

A WesternBlot de ABCAL y ApoE luego de tratar las células con 250ug/mL los extractos de corteza, frutos, madera y hojas
de Zanthoxylum rhoifolium lllya .B Densitometria de ABCA1. C Densitometria de ApoE. Los datos representan medias +
SEM de tres experimentos independientes (n=2 por cada experimento). Las comparaciones contra el vehiculo se realizaron

empleando una ANOVA de una via.



5.Discusion

La gran variedad de factores que rodean a la EA hace que encontrar tratamientos efectivos
sea un proceso complejo. Un blanco terapéutico reciente son los receptores nucleares, los
cuales permiten regular diferentes procesos celulares, muchos son importantes en la

etiologia de la enfermedad, por ejemplo la alteracion en los niveles de colesterol®.

Es asi como, los niveles alterados de colesterol se han relacionado con la EA, inicialmente
por observaciones en pacientes y posteriormente con evidencia experimental’?, la cual ha
demostrado que la produccién de péptido amiloide y sus oligobmeros esta ligado a la
concentracién de colesterol, ya que tanto la disposicion como la actividad, de las proteasas
encargadas del clivaje amiloidogénico de APP, se favorece significativamente en dominios
de la membrana ricos en colesterol como las balsas lipidicas. En este sentido, la activacion
del receptor nuclear LXR al ser el regulador maestro del metabolismo de colesterol se ha
relacionado con el aceleramiento del procesamiento proteolitico y la posterior reduccién de
la carga amiloide en modelos in vitro''14?, y la mejoria de sintomas en modelos
murinos'%3143 de la EA. Sin embargo, nuestro grupo de investigacion, ha mostrado que
puede haber mejoria, en los animales transgénicos de EA, sin la reduccion de la carga
amiloide'?3195, A pesar de estos resultados promisorios, los agonistas de RN disponibles

actualmente, generan efectos no deseados y pertenecen a grandes farmacéuticas que
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limitan su disponibilidad. En consecuencia, junto con el grupo de Productos Naturales
Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia, se propuso buscar nuevos ligandos de
RN derivados de la flora colombiana, con potencial para el tratamiento de la EA y como

herramientas biotecnoldgicas.

5.1 Efectos sobre viabilidad y toxicidad celular

En primer lugar, los ensayos de MTT y LDH, mostraron en forma general, que los extractos
de Lauraceae estudiados, son los que mas afectan la viabilidad celular, (Figura 4-1y
ANEXO A), y permiten trabajar con concentraciones entre 25 y 75ug/mL a excepcion del
extracto 1. Por su parte, los extractos de Rutaceae y Miristicaceae disminuyeron la
supervivencia celular en un 30% en promedio a todas las dosis estudiadas. Adicionalmente
se observo que las células HEK293 son mas susceptibles frente a los tratamientos, y que
con algunos extractos se observaban caidas o incrementos en la viabilidad celular en
concentraciones intermedias, alterando la tendencia general como se observa en la figura

4-1 para el extracto 10 en células SH-SY5Y.

De oftra parte, los extractos 1y 16 (Lauraceae y Myristicaceae), mostraron un aumento en
la viabilidad celular por encima del control (100%), lo que podria significar un incremento
en la proliferacion celular o la biogénesis mitocondrial. En el caso del extracto 1, esto podria
explicarse a activacién que el extracto genera de LXR, la cual promueve proliferacion
celular, como se ha observado en células hepaticas'#! y células madre neuronales'02142
Ahora bien, es necesario evaluar marcadores como Histona2 para confirmar que las
células efectivamente estdn aumentando su cantidad a causa del tratamiento; y del mismo
modo, repetir los ensayos en células que estén fuera del ciclo celular. Por su parte en
cuanto al extracto 16 ademas de evaluar marcadores de proliferacion también sera

necesario estudiar el proceso de biogénesis mitocondrial.

La variedad de comportamientos que mostraron los extractos, era un hecho de esperarse
puesto que, se ha observado que extractos y compuestos aislados de plantas de las
familias Lauraceae, Myristicaceae y Rutaceae tienen comportamientos diferentes frente a

la viabilidad celular. Algunos efectos son muy negativos como los reportados por Pacifico
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y Chen, donde los extractos de hojas de Laurus nobilis (de la familia de las Lauraceas),
presentan efectos citotoxicos frente a células SHSY-5Y y microglia en concentraciones
superiores a los 50 ug/mL y 30ug/mL respectivamente 43144, Paralelamente, otros estudios
muestran efectos benéficos, por ejemplo, los sesquiterpenos encontrados por Ma en un
extracto vegetal de Murraya koenigii (de la familia de las Rutaceas), muestra un caracter
protector en células hepaticas frente a procesos de muerte celular'S. Por otra parte los
picos observados en las graficas de la figura 4-1 y ANEXO A, podrian deberse a que los
extractos estan compuestos de una gran cantidad de moléculas, las cuales dependiendo

de la concentracion pueden generar diferentes fenomenos en las células.

Asimismo, al estudiar las fracciones del extracto 1, es curioso observar que la fraccién en
diclorometano reduce significativamente la viabilidad celular a una concentracion baja (25
ug/mL), mientras que las fracciones en metanol y acetato de etilo no presentan este
comportamiento. Al comparar con la grafica del extracto 1 (figura 4-2) esta también tiene
una menor viabilidad celular a 25ug/mL respecto a las dosis mas altas. Este hecho indica
que los compuestos disueltos en diclorometano son los responsables de afectar la

actividad mitocondrial a esta concentracion.

De otra parte, el comportamiento del aceite (compuestos volatiles) fue bastante toxico,
pues la viabilidad celular se redujo por debajo del 10% y la muerte celular se incremento
hasta el 80% con dosis superiores a 12 ug/mL (figura 4-2). De forma similar otros autores
han mostrado que los aceites esenciales tienden a ser toxicos en dosis superiores a los
15ug/mL en diferentes lineas celulares, debido a que la concentracion de sus componentes

es mucho mayor comparada con la de otros tipos de extractos'6.147,

Finalmente al comparar los ensayos de viabilidad celular de las diferentes érganos de
Zanthoxylum rhoifolium, se observa que el extracto de corteza es el Unico que mantiene
la viabilidad celular alrededor del 100%, mientras los otros extractos tienden a aumentarla
con forme se incrementa la concentracion (Figuras 4-1y 4-3). En el caso del extracto de
hojas se puede descartar un efecto sobre la proliferacion celular ya que en los ensayos de
Western Blot no se observaron incrementos en las proteinas estudiadas, lo cual seria de
esperar si aumenta la poblacion celular. Sin embargo, en el caso de frutos valdria la pena

evaluar marcadores de proliferacion ya que hay activacién de LXRb y aumento de ABCA1
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y ApoE.

Para nosotros estos resultados son de gran importancia, puesto que nos permite identificar
el rango adecuado de trabajo para extracto. Asi en proyectos posteriores, tenemos un
punto de referencia claro; bien sea para determinar dosis optimas de activacién o por el

contrario calcular dosis letales del 50% (LD50).

5.2 Sistema para evaluar la activacion de LXRb

Como vimos en las figuras 4-4 y 4-5se genero y estandarizé un sistema propio que permite
evaluar la activacion de LXRb, basado en modelos previamente reportados??®-130, donde
la principal variacién es el gen reportero independiente. En nuestro caso empleamos GFP
al igual que XXXXX!33 mientras que la mayoria de investigadores utilizan una luciferasa
distinta'®!, o betagalactosidasa®*'3?, Este segundo gen reportero permite normalizar el
proceso de transfeccién. Se puede usar en el mismo plasmido que contiene el gen
reportero regulado por el factor de transcripcion a estudiar o en un plasmido independiente

como se realiz6 en esta tesis.

Nuestro modelo muestra que la actividad luciferasa observada se debe Unicamente a la
activacion del receptor. Vimos en la figura4-5 la actividad luciferasa es significativa
Unicamente en las células que contenian los tres plasmidos, y a su vez se trataron con el
agonista GW3965; mientras que aquellas células que se tranfectaron con un plasmido
trucado( que no expresa luciferasa en ningln caso) no mostraron actividad diferente a las
células sin transfectar. Esto nos indica que el sistema solo generara resultados positivos

cuando LXRb interactue con un ligando adecuado que promueva su activacion.
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5.3 Activacion de LXRb con extracto

Los terpenos y sesquiterpenos, son el tipo de compuesto mas promisorio como agonistas
de LXR teniendo en cuenta los agonistas previamente identificados dentro de metabolitos
secundarios de las plantas'®. Se sabe que las hojas, la corteza y los aceites esenciales
son las partes de la planta donde estos metabolitos tienden a acumularse(generalmente)
y por ende se encuentran en mayor concentracion'#®. Esta informacion soporta el hecho
que los extractos 1 (Ocotea lanceolata, hojas), 3 (Nectandra reticulata, hojas) y 10
(Zanthoxylum rhoifolium, corteza) fueron los que presentaron mayor actividad luciferasa en
el ensayo de transactivacion, ademas de alterar la expresion de proteinas diana, indicando
una actividad agonista frente a LXRb. No obstante cabe resaltar que el extracto 3 logré la
activacion del receptor a una concentracion diez veces menor que los extractos 1y 10
(figura 4-6).

En los diferentes estudios de bioprospeccion, los investigadores alrededor del mundo han
mostrado una amplia variedad de compuestos con alguna actividad bioloégica puntual,
dentro de las que se encuentran nuevos agonistas de LXR'”. Sin embargo, son pocos los
estudios que muestran el comportamiento de extractos crudos y fracciones sobre los tipos
celulares y fendmenos estudiados, descartando los posibles efectos sinérgicos presentes
en estas mezclas. Esto puede deberse a la facilidad que conlleva emplear compuestos
puros en los ensayos, pues es mas sencillo estudiar el efecto de un solo agente externo
sobre los sistemas, ademas de permitir un control certero de la estabilidad de la molécula

en las diferentes condicione de trabajo.

Con el modelo se evaluaron los diferentes extractos seleccionados y se encontré que los
extractos con mayor actividad pertenecen a los géneros Ocotea y Nectandra de la familia
Lauraceae y Zanthoxylum de la familia de Rutaceae, los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos en el territorio colombiano; sin embargo, los principales estudios
de bioprospeccion realizados a su alrededor se enfocan en tratamientos para
enfermedades tropicales, antibiéticos y como pesticidas'#® por lo cual es dificil tener un
punto de referencia al presente estudio. Adicionalmente los investigadores alrededor del

mundo, con investigaciones similares al presentado en este trabajo, suelen enfocarse en
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un compuesto puntual, sin mostrar el camino que los llevo a elegirlo como candidato. No
obstante, autores como Wu si muestran los efectos de extractos sobre modelos celulares.
En este caso se emplea un extracto de Zanthoxylum bungeanum (de la familia de las
Rutaceas), para evaluar su papel en el metabolismo de lipidos. Wu encuentra que
efectivamente el extracto es capaz de aumentar la expresion de proteinas involucradas en
el trasporte de lipidos'®® y de esta manera evitar la acumulacién indeseada de colesterol

intracelular'®.

Es sabido que los metabolitos secundarios tienden a ser caracteristicos de plantas
pertenecientes a una misma especie y/o a especies relacionadas’?®. Con esto en mente y
teniendo en cuenta que el extracto 10 pertenece al mismo género del extracto estudiado
por Wu, se puede pensar que ambas plantas comparten metabolitos secundarios y por
ende el efecto agonista del extracto 10 estara acompafiado de cambios sobre el trasporte
de lipidos. De la misma manera se esperaria que los efectos observados por Wu se puedan

deber a una activacion de LXR (regulador del metabolismo de lipidos).

5.4 Efecto sobre la Expresion de ABCAly ApoE en la
linea células SH-SY5Y

Posteriormente al ensayo de transactivacion, se evalua la expresion de ABCA1 y ApoE. En
la figura 4-7 se observa un efecto sobre el nivel de expresion de ABCA1 con el extracto 10
(Zanthoxylum rhoifolium) de forma menor al generado por el agonista sintético GW3965;
mientras que para el caso de ApoE el extracto 10 (Zanthoxylum rhoifolium) produce un
aumento de la proteina igual al del de GW3965. Por su parte el extracto 1 (Ocotea
lanceolata) no tiene efecto sobre ABCA1 ni ApoE. De forma interesante el extracto 3
(Nectandra reticulata) genera incrementos en ambas proteinas superiores al ocasionado

por el agonista sintético GW3965.

Las observaciones sobre los extractos 1 (Ocotea lanceolata) y 10 (Zanthoxylum rhoifolium)
son sorpresivas teniendo en cuenta que ambos extractos producen una activacion del

receptor en igual intensidad al agonista sintético, el cual si genera cambios drasticos en la
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expresion de ambas proteinas, y en otros estudios se ha observado que tratamientos a
partir de productos vegetales logran incrementos en la expresién de ApoE y ABCA1 de al
menos el 50% del generado por agonistas sintéticos o endogenos?'-151.152 o anterior, lleva
a pensar que otros compuestos en dichos extractos estan regulando la expresion,
posiblemente a niveles postrascripcionales, o que se encuentran acelerando su tasa de
degradacién en el caso del extracto 1(Ocotea lanceolata), o en el casa del extracto 10
(Zanthoxylum rhoifolium)  que el posible agonista se encuentra en una muy baja

concentracion.

Para confirmar la hipotesis sobre el extracto 1(Ocotea lanceolata), se procedié a estudiar
el comportamiento de fracciones frente a la activacion de LXRb (ensayo de luciferasa)
como su efecto en la expresion de las proteinas blanco. Las figuras 4-9 y 4-11 muestran
que la fraccién de acetato de etilo reduce la actividad luciferasa basal del sistema y no
genera cambios en la expresion de las proteinas indicando la posible presencia de un
antagonista. En cuanto a la fraccion en diclorometano, esta aumenta el nivel de expresion
de ApoE independiente de ABCA1, de igual forma que ocurre con el extracto de la madera
de Zanthoxylum rhoifolium (Figura 4-12). Estos comportamientos son similares a lo
observado por Fan en sus ensayos con progesterona en sistema nervioso central y Duan
en macréfagos, en los cuales la progesterona interactia con el dominio C-terminal de ApoE
y bloquea su degradacién, lo que sugiere que el aumento ocurre
postraduccionalmente'®%1%, o anterior permite proponer que la fraccién en diclorometano
asi como el extracto de madera, activan a LXR en las células SH-SY5Y en una baja
proporcidn, pero sus componentes interactian con ApoE aumentando su vida media y por
ende su concentracion. Esto explica que el incremento en ABCA1 es mucho menor o no

ocurre.

Por su parte, la fraccidon en metanol aumenta tanto la expresion de ABCA1 como de ApoE
en igual proporcion al GW3965. Este hecho convierte la fraccion en metanol en la mas
interesante para identificar un ligando de LXRb. No obstante, para tener total certeza sobre
la esta hipotesis es necesario cuantificar el mMARN de las proteinas correspondientes para
verificar si el proceso de transcripcion se lleva a cabo con las otras fracciones. Es curioso
que sea esta fraccion la mas atractiva ya que es la que contiene los compuestos mas

polares, y los terpenos previamente identificados por otros investigadores, son de caracter
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apolar por lo que se esperaba encontrarlo en la fraccion de acetato de etilo. Esto puede

indicar que los terpenos presentes pueden estar glicosilados.

En cuanto al hojas de Zanthoxylum rhoifolium se puede decir que aunque en el modelo de
células HEK293 es capaz de activar a LXRDb, en las células SH-SY5Y su activacion es
reducida o algun(os) de su(s) componente(s) esta interfiiendo en procesos
postrascripcionales, puesto que no se logra aumentar la expresion de ApoE y ABCA1. Para
comprobar este hecho es necesario cuantificar el mARN vy asi verificar si el proceso de

transcripcién se lleva a cabo.

5.5 Efecto sobre la Expresion de ABCAly ApoE en
cultivos primarios de neuronas y astrocitos

Los ensayos con neuronas hipocampales y astrocitos corticales, mostraron que los
extractos 10 (Rutacea, corteza) y 3 (Lauracea, Hojas) , al igual que el farmaco GW3965,
incrementan la cantidad de ApoE y ABCA1. Lo anterior es un hecho importante en la
busqueda de terapias contra la EA, ya que estas proteinas han mostrado diferentes efectos
positivos sobre las neuronas, como el incremento de neuritas'®”'%8, proteccion frente a
procesos de muerte celular'®®18 el aumento en el eflujo de colesterol y lipidos8'161.162,
entre otras. lgualmente aumentar ABCA1 y ApoE en astrocitos ha evidenciado la reduccién

de procesos inflamatorios asociados a la eliminacion de amiloide.

En el cerebro, ApoE es sintetizado principalmente por células gliales, aunque varios
autores ya han mostrado que ApoE también se expresa en neuronas en una proporcién
mucho menor como respuesta a diferentes condiciones fisiologicas y patolégicas®'-'63 | En
este sentido varios investigadores han buscado los roles que ApoE juega en las neuronas
y como éstos se relacionan con la EA. Por ejemplo, Nathan y colaboradores, muestran el
efecto que tiene ApoE sobre el crecimiento de neuritas en un modelo de neuronas
corticales primarias. En tal estudio se compara la longitud y ramificacién de las mismas en

células provenientes de ratones silvestres contra ratones Knockout (K.O) para ApoE,
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observando que las células sin ApoE presentan menos neuritas y de menor tamafo'’. Por
su parte, Minagawa y Michikawa, evidencian la relacién del eflujo de lipidos con las
isoformas de ApoE presentes en el medio. En este caso se muestra que tanto las células
sin exposicién a ApoE como aquellas en presencia de Apoe4, presentan menor eflujo de
lipidos , lo cual altera la homeostasis de colesterol y promueve, entre otros fenémenos, la

acumulacion de amiloide61.162.164,

Como se menciond anteriormente los astrocitos son el grupo celular que produce ApoE en
mayor cantidad en el cerebro', adicionalmente, se ha observado que incrementar la
cantidad de ApoE tanto en cultivos de astrocitos como en cerebro completo generan mayor
eflujo de colesterol®' y mayor eliminacién de AB'62166, Autores como Chen han mostrado
que al activar el heterodimero LXR/RXR en astrocitos, se incrementa la expresiéon de
ABCA1, y a su vez la excrecion de colesterol a través de particulas de alta densidad
(HDL)87,

En el caso de ABCA1, su papel en células del sistema nervioso central, no se ha
comprendido por completo. Se sabe que juega un rol en la homeostasis de colesterol,
favoreciendo su transporte a través de lipoproteinas. Autores como Lefterov y Hirsch-
Reinshagen describen una relacion entre la expresion de ABCA1 y ApoE ligada al eflujo
de colesterol en neuronas, donde los modelos KO de ABCA1 tienden a acumular lipidos
ademas de alterar la distribucion y cantidad de ApoE™8189 Asimismo, Karasinka ha
mostrado un incremento en la susceptibilidad a inflamacion y muerte celular en neuronas
y astrocitos silenciados para ABCA1'%; mientras Koldamova demuestra que la ausencia
de ABCAT1, en ratones, reduce la cantidad de ApoE en cerebro, al igual que el eflujo de
colesterol mientras que se favorece la acumulacién de péptidos amiloides de 1-40y 1-42'3,
Sin embargo, se ha demostrado que cuando hay activacion de LXR, aumenta la cantidad
de ABCA1 provocando un mayor eflujo de colesterol que se asocia a la reduccion de la

carga amilode?®".

Estos hechos llevan a pensar que el incremento de ApoE y ABCA1 generado por los
extractos analizados en el presente modelo podrian tener efectos similares al trasladarlo a

un modelo animal con una mejoria en la sintomatologia. Lo anterior se ajustaria a
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resultados previos obtenidos en nuestro grupo de investigacion, donde se muestra que el
tratamiento con GW3965 en neuronas hipocampales, promueve el aumento dendritas,
espinas y contactos sinapticos'’?, ademas de evidenciar mejoria en los sintomas, asociado
a incrementos de ApoE y ABCA1, en un modelo murino de la EA'2. Por esta razén los
extractos 1(Ocotea lanceolata),3 (Nectandra reticulata) y 10 (Zanthoxylum rhoifolium), se
vuelven candidatos promisorios para desarrollar un nuevo tratamiento de la enfermedad.
En consecuencia, se requiere continuar con ensayos bioguiados para determinar los
compuestos puntuales que presentan actividad y paralelamente, llevar a cabo estudios in-
vitro en neuronas para determinar el efecto de los extractos en la dinamica de las espinas
dendriticas y posteriormente en un modelo animal de la EA, evaluar la especificidad sobre

tejidos y los efectos secundarios que puedan generar.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Los extractos 1(Lauraceae, Hojas), 10 (Rutaceae, Corteza) y 16 (Lauraceae, Hojas) son
los que permiten emplear la concentracion maxima estipulada (250ug/mL) sin reducir la
viabilidad celular en méas de un 20%. Los demas extractos se trabajaron a concentraciones

de 75y 25 ug/mL segln cada caso.

El modelo generado en células HEK293 permite evaluar la activacion de LXRDb a través de

la cuantificacion de actividad luciferasa.

Los extractos 1(Lauraceae, Hojas), 10 (Rutaceae, Corteza) y 3(Lauraceae, Hojas)
presentaron actividad agonista frente a LXRb en el modelo generado en células HEK, en
proporcion similar a la observada con el agonista sintético GW3965; al igual que las

fracciones en metanol y diclorometano obtenidas del extracto 1.

Los extractos 3(Lauraceae, Hojas), 10 (Rutaceae, Corteza) logran incrementar la
expresion de ABCAl y ApoE en células de neuroblastoma (SH-SY5Y), neuronas

hipocampales y astrocitos.

La fraccion en metanol del extracto 1 aumenta la expresion de ABCAL y ApoE en células
de neuroblastoma (SH-SY5Y).
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6.2 Recomendaciones

1. Evaluar mediante RT-PCR o qPCR los cambios en el mMARN de ABCA1 y ApoE,
para corroborar los cambios observados por Western Blot, asi como evaluar los

cambios de ApoE en el medio extracelular con cada uno de los tratamientos.

2. Repetir los ensayos de transactivacion en un modelo para LXRa para estudiar si la

activacion depende de la isoforma.
3. Continuar con los ensayos bioguiados para obtener una lista de los posibles

ligandos, que posteriormente se pueda emplear en analisis computacionales como

el docking molecular, que permitan identificar un nuevo ligando.

... Todo final significa el comienzo de una nueva aventura........



Anexo A: Graficas del efecto de los extractos
estudiados sobre la viabilidad celular (MTT y

LDH)

Microfotografias de las células HEK293 24h después de tratamiento con los extracto 1, 2, 3,
a 250ug/mL

10, 16 y 17



Anexo A: Graficas del efecto de los extractos estudiados sobre la viabilidad celular (MTT y LDH) 65

% viabilidad celular % viabilidad celular % viabilidad celular % viabilidad celular

% viabilidad celular

N
=1
=]

Graficas ensayos de viabilidad (MTT) para todos los extractos

Extracto 1

200

150

100

150
100
501
0+
0

100 200 300
Concentracion (ug/mL)

Extracto 3

O

0+
0

0

100 200 300
Concentraciéon ug/mL

Extracto5

200

150

0

200
150
100
50 k
0

100 200 300
concentracion (ug/mL)

Extracto 7

200

150

100

50

100
50
0 100 200 30

0
Concentracién (ug/mL)

Extracto 9

o]

1

100 200 300
concentracion (ug/mL)

- HEK293
- SHSY-5Y

- HEK 293
4% SH-SY5Y

- HEK 293
= SHSY-5Y

- HEK293
- SHSY-5Y

- HEK293
# SH-SY5Y

% viabilidad celular % viabilidad celular % viabilidad celular % viabilidad celular

% viabilidad celular

nN
=1
=]

N
a
=]

N
1)
=]

a
=]

Extracto 2

200

150

100

200

150

100

200

150

100

501

200

-o- HEK 293
- SH-SY5Y
0+
100 200 300
Concentracién (ug/mL)
Extracto 4
-e- HEK 293
- SH-SY5Y
0+
100 200 300
Concentracion (ug/mL)
Extracto 6
- HEK
= SHSY-5Y
o+
100 200 300
Concentracion (ug/mL)
Extracto 8
-»- HEK293
- SH-SY5Y
o+
0 100 200 300
Concentracién (ug/mL)
Extracto 10
-e- HEK293
- SHSY-5Y

150

100

50

100 200
Concentracion (ug/mL)

300



66

Generacion de un modelo in vitro para evaluar la actividad agonista de extractos naturales,
obtenidos de plantas de las familias de Lauraceae y Myristicaceae, sobre el receptor X del higado
(LXRb)
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Graficas de ensayos de citotoxicidad (LDH) para todos los extractos estudiados
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Continuacién Graficas de ensayos de citotoxicidad (LDH) para todos los extractos estudiados
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Anexo B: Fotografias de los cultivos
primarios empleados y protocolo
iInmunofluorescencia

‘

Protocolo inmunofluorescencia

Inicialmente, las células sembradas en vidrios pre-tratados con poli-L Lisina se les retira el
medio, a continuacion se lavan con PBS 1X y se fijan durante 10 minutos con solucion de
paraformaldehido al 4%. Una vez fijadas, se realizan 3 lavados con PBS 1X y 3 lavados
con TTBS 1X de 2 minutos cada uno. Posteriormente se permeabilizan las células con una
solucion de Triton X100 al 0,25% en TTBS. Ahora se realizan tres lavados de 5 minutos
con TTBS y se coloca el buffer de Bloqueo (0,5% SFB y 0,1% BSA en TTBS) durante 30
minutos. Culminado el bloqueo se procedié a incubar con solucién de anticuerpo primario
durante 36horas a 4°C con agitacion leve. Luego de este tiempo se realizan 5 lavados con
buffer de bloqueo cada uno de 5 minutos, para después incubar por dos horas a
temperatura ambiente el anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario se retira y se
realizan 5 lavados de 5 minutos cada uno con buffer de bloqueo. Finalmente los vidrios se
colocan en un portaobjetos con medio de montaje (glicerol 70% y Hoecht 1:1000) y se
sellan con esmalte transparente. Las laminas se almacenan a 4°C hasta la toma de

fotografias.
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Anexo C: Informacion Adicional de los
Extractos estudiados.

Cddigo Extracto Procedencia N° COL Rend(l%lento
1 Ocotea lanceolata Leticia (Amazonas) 544554 18,1
2 Cinamommun triplinerve Nocaima (Cundinamarca.) | 547370 18,7
3 Nectandra reticulata Granada (Cundinamarca.) | 547368 ND
4 Nectandra lineata Leticia (Amazonas) 563472 ND
5 Persea perseifila Pto.Lopez (Meta) 563464 10,8
6 Rhodostemonodaphne laxa Acacias (Meta) 563249 14,4
7 Zanthoxylum rhoifolium Ana_1p0|ma 591158 ND

(Cundinamarca)
8 Zanthoxylum rhoifolium Angpmma 591158 ND
(Cundinamarca)
9 Zanthoxylum rhoifolium Ane_1p0|ma 591158 ND
(Cundinamarca)
10 Zanthoxylum rhoifolium San Juan de rio seco 587143 ND
(Cundinamarca)
11 Virola carinata Granada (Meta) 563244 ND
12 Virola carinata Granada (Meta) 563244 ND
13 Virola sebifera Pto.Lopez (Meta) 563243 ND
14 Virola sebifera Pto.Lopez (Meta) 563244 ND
15 Virola sp Leticia (Amazonas) nd ND
16 Virola sp Leticia (Amazonas) nd ND
17 Nectandra sp Sta. Barbara (Santander) nd pendiente
18 Endichleria oreocola Sta. Barbara (Santander) | 544557 13,8
19 Endichleria paniculata Sta. Barbara (Santander) | 563248 8,9
20 Nectandra reticulata Pto.Lopez (Meta) 563470 9,4




Anexo D: Resumen de los Resultados Obtenidos con cada
extracto.

Caédigo

Extracto

en HEK 'y
SHSY en HEK En SHSY En Neuronas En Astrocitos
Co;g?rllltgz%on actividad cambio cambio cambio cambio cambio cambio
ua/m Ll luciferasa ABCALl APOE ABCA1l APOE ABCALl APOE

| |
“______

4 Nectandra lineata 25 no - - .
5 Persea perseifila 75 no - - .
Rhodostemonodaphne
75
6 laxa no - - -
7 Zanthoxylum sp 75 no - - .
8 Zanthoxylum sp 25 no - - .

9 Zanthoxilum si 75 no - - - . . B
11 Virola carinata 75 no - - B
12 Virola carinata 75 no - - B

13

Virola sebifera

75

no

18 | Endichleria oreocola 75 no - - .
19 | Endichleria paniculata 75 no - . .
20 | Nectandra sp 25 no - - .
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