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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo, que destruye
progresivamente las funciones del sistema nervioso central. Dos procesos
degenerativos caracterizan esta patologia: la amiloidogénesis, que corresponde a la
formacion de filamentos de péptido peta-amiloide en forma de depdsitos
extracelulares; y la degeneracion neurofibrilar, resultado de la agregacion

intraneuronal de filamentos de proteinas tau patoldgicas.t

Los estudios realizados indican un aumento de la incidencia de esta enfermedad,
diagnosticada por vez primera en 1907, por el médico aleman Alois Alzheimer.?
Segun estimaciones globales, hay unos 12 millones de afectados en todo el mundo.
En 2010, se estimaba que habia 454,000 nuevos casos de demencia por Alzheimer.2
Para 2025, se estima que el nimero de personas de 65 afios 0 mas con demencia de
Alzheimer alcanzara 7,1 millones, casi un aumento del 35 por ciento de los 5,3

millones de personas de 65 afios y mas afectadas en 2017.*

El receptor 1 ligado a la lipoproteina de baja densidad (LRP-1) es un receptor
endocitico que pertenece a la familia de receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDL).% LRP-1 se expresa en un gran panel de células, como hepatocitos,
fibroblastos, células de musculo liso, neuronas y astrocitos. LRP-1 reconoce y esta
implicado en la endocitosis de mas de 40 ligandos diferentes incluyendo

apolipoproteina E (apoE), APP y Ap.°

En la enfermedad del Alzheimer, estudios previos determinaron que los niveles de
LRP-1 son significativamente inferiores de un paciente con Alzheimer a diferencia

con un adulto mayor normal.”

El presente trabajo busca establecer la evaluacion de la captacion del beta amiloide
1-42 por el receptor 1 ligado a la lipoproteina de baja densidad (LRP-1) en células
hepéaticas HepG2. Por tanto, permite desarrollar una alternativa terapéutica y/o
investigacion para la prevencion de la progresion de la enfermedad del Alzheimer.
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA), en la actualidad, la sexta causa principal de
muerte en adultos mayores de EEUU segun la Asociacion de Alzheimer, es una de
las formas méas comunes de demencia en el mundo, causando una pérdida progresiva
de memoria y funciones cognitivas debido a un dafio severo lento de las células
cerebrales.

Actualmente se conoce que la acumulacion, agregacion y deposicién del péptido
Beta amiloide 142 (AB1-42) depositadas en varias areas del cerebro, debido a un
desequilibrio entre la produccion y su eliminacion, es una caracteristica importante
de la patogénesis del Alzheimer.

El LRP-1 es un receptor transmembrana que esta presente en diferentes células
(gliales, astrocitos, células hepaticas, etc.) y actia como un receptor endocitico para
maltiples ligandos incluyendo ABi-42. Por esta razén, LRP-1 desempefia un papel
critico en la eliminacion de ABi-42 del cerebro y el cuerpo.

Basandonos en que el higado es un 6rgano de metabolismo y eliminacion de
sustancias del organismo, el presente estudio tuvo como proposito investigar si la
captacion del péptido AB1-42 €s un proceso dependiente de los niveles de expresion
del receptor LRP-1 en las células hepaticas (HepG2) . Para ello se trabajé a diferentes
condiciones, disminuyendo y manteniendo la expresion de LRP-1.

Para la evaluacion de la expresiéon del LRP-1, se tratdé a las células con un
antagonista del PPARy (T007097) a 10uM por 24h, donde se comprobd la
disminucion de la expresién dicho receptor. Posterior a ello se evalu6 la captacion
del péptido ABi-s2 en células HepG2, con la expresion de LRP-1 disminuido, a
diferentes tiempos: Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h y 6h, mediante el método de
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inmunofluorescencia, obteniéndose resultados no coherentes se decidié trabajar con
otro método para la evolucion de la captacion de ABi-42 con niveles de expresion
normales de LRP-1.

Para mantener la expresion de LRP-1 en niveles normales, las células se trataron
con Bafilomicina A1 10nM por 3hy la captacion del péptido AB1-42 se evalué por el
método de Inmunocitoquimica, mostrando una mayor captacion que las células
control.

Ademas, se evalué la especificidad del receptor LRP-1 sobre el AB1-42 en células
hepéticas, en el cual se uso6 el Scrambled, que tiene los mismos amino&cidos que el
péptido, pero en diferente orden. Obteniendo como resultado que el LRP-1 es
especifico para el péptido ABi4. Esto se realizO mediante los métodos de
espectrometria de fluorescencia, Elisa e Inmunocitoquimica, Todos los datos
estadisticos obtenidos se analizaron por el software GraphPad Prism 6®.

En el presente estudio se concluy6 que el AB1-42 tiene una captacion dependiente
del receptor LRP-1 en células hepaticas G2 y el receptor implicado es especifico para

el ligando AB1-42.

Palabras Clave: Beta amiloide 142, LRP-1, Bafilomicina A1, T0070907,
Scrambled.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD), currently the sixth leading cause of death in older adults
in the US according to the Alzheimer's Association, is one of the most common forms
of dementia in the world, causing a progressive loss of memory and functions
cognitive due to severe slow damage of brain cells.

It is currently known that the accumulation, aggregation and deposition of the
peptide Beta amyloid 1-42 (AB1-42) deposited in several areas of the brain, due to
an imbalance between production and its elimination, is an important characteristic
of the pathogenesis of Alzheimer's.

LRP-1 is a transmembrane receptor that is present in different cells (glial,
astrocytes, liver cells, etc.) and acts as an endocytic receptor for multiple ligands
including AB1-42. For this reason, LRP-1 plays a critical role in the elimination of
AP1-42 from the brain and the body.

Based on the fact that the liver is an organ of metabolism and elimination of
substances from the organism, the present study had the purpose of investigating
whether the uptake of the AB1-42 peptide is a process dependent on the expression
levels of the LRP-1 receptor in liver cells (HepG2). For this, different conditions
were worked on, decreasing and maintaining the expression of LRP-1.

For the evaluation of the expression of LRP-1, the cells were treated with a PPARy
antagonist (T007097) at 10uM for 24h, where the decrease in the expression of said
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receptor was checked. After that, the uptake of AB1-42 peptide in HepG2 cells was
evaluated, with decreased LRP-1 expression, at different times: Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h
and 6h, using the immunofluorescence method, obtaining results We decided to work
with another method for the evolution of uptake of AB1-42 with normal expression
levels of LRP-1.

To maintain the expression of LRP-1 at normal levels, the cells were treated with
10nM Bafilomycin Al for 3h and the uptake of the AB1-42 peptide was evaluate by
the Immunocytochemistry method, showing a higher uptake than the control cells.
In addition, the specificity of the LRP-1 receptor on AB1-42 was evaluate in liver
cells, in which Scrambled, which has the same amino acids as the peptide, was used,
but in a different order. Obtaining as a result that LRP-1 is specific for the Ap1-42
peptide. This was do using the fluorescence, Elisa and immunocytochemistry
methods. The GraphPad Prism 6® software analyzed all the statistical data obtained.

In the present study it was concluded that AB1-42 has an uptake dependent on the
LRP-1 receptor in G2 liver cells and the receptor involved is specific for the Af1-42
ligand.

Keywords: Beta amyloid 1-42, LRP-1, Bafilomycin A1, T0070907, Scrambled.
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HIPOTESIS

Dado que, en células cerebrales la captacion del péptido Beta Amiloide;-s> aumenta cuando
los niveles de LRP-1 son mayores. Es probable que, cuanto mayor es el nivel de LRP1,
mayor sera la cantidad de Beta Amiloide:-42 internalizada por las células hepaticas (in
vitro), siendo asi un proceso dependiente.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA '
DE SANTA MARIA

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la captacion del Beta Amiloide 142 por el receptor 1 ligado a la

lipoproteina de baja densidad (LRP-1) en células hepéticas (HepG2).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

i

Evaluar el efecto del TO070907 (antagonista del PPARY) en los niveles de
LRP-1 en células HepG2.

Evaluar la captacion del Beta Amiloide 142 por el LRP-1 en células HepG2
tratadas con T0070907 a diferentes tiempos.

Determinar la captacion de Beta Amiloide 142 en células HepG2 tratadas
con Bafilomicina Al (Inhibidor de la degradacion lisosomal).

Determinar si el péptido Beta Amiloide 142 €S captado como un proceso
dependiente, de la concentracion de LRP-1 en células HepG2.

Determinar si el LRP-1 es especifico para el ligando Beta Amiloide 1-4.
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REPOSITORIO DE

1. ENFERMEDAD DEL ALZHEIMER

1.1. DEFINICION

La enfermedad del Alzheimer (EA) es una entidad clinico patologica
neurodegenerativa, caracterizada clinicamente por el deterioro progresivo de
maultiples funciones cognitivas por la presencia de ovillos neurofibrilares y placas
neuriticas hipocampo-neocorticales.® (Figura 1) Esta enfermedad es el tipo mas
comun de demencia en adultos mayores, que conduce a una pérdida de la funcion
cognitiva, es decir, la capacidad del ser humano de procesar la informacion.®

En particular, EA es una enfermedad irreversible que destruye las células del
cerebro causando que la capacidad de pensamiento y la memoria se deterioren.®

El Instituto Nacional de la Salud y de la Investigacion (INSERM), la define
como una degeneracion lenta de las neuronas, que comienza en el hipocampo y se
propaga al resto del cerebro. Se caracteriza por trastornos de la memoria a corto
plazo, funciones de ejecucion y orientacion en el tiempo y el espacio, perdiendo
gradualmente las habilidades cognitivas y la autonomia.

Antiguamente a la EA se le conocia como “demencia senil” “ateroesclerosis”
“falta de lucidez”.*?> Segun la Organizacion Mundial de la Salud en su décima
edicion de la Clasificacion Internacional de las Enfermedades (CIE-10), define la
EA como «una enfermedad degenerativa cerebral primaria, de etiologia
desconocida, que presenta rasgos neuropatolégicos 'y  neuroquimicos

caracteristicos». 13

Alzheimer

Alzheimer

Ovillos
Neurofibrilares

Placas de beta-Amiloide

\ Cerebro ! Cerebro con ) ‘/
Normal Enfermedad de
Alzheimer

Figura 1. Estructura del cerebro con Alzheimer.'*
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1.2. HISTORIA

Fue descubierta por el psiquiatra y neuropatélogo aleman Dr. Alois Alzheimer,
que atribuye la descripcion por primera vez una condicién de demencia que mas
tarde se conocié como “ALZHEIMER” en 1906.1°

En una conferencia en Tubingen, Alemania Alzheimer describio el caso de
Auguste D, mujer de 51 afios con una enfermedad peculiar de la corteza cerebral
que habia presentado con progresiva deterioro de la memoria, lenguaje,
desorientacion, sintomas de comportamiento y deterioro psicosocial.'®1” Después
de su muerte, el Dr. Alzheimer realizé una autopsia, (Figura 2) durante la cual
encontré una reduccion dramatica de la corteza cerebral y células cerebrales
atrofiadas, es decir, descubrio ovillos neurofibrilares y placas seniles, que se han

convertido en indicativos de la enfermedad. 18

Figura 2. Disefio de placas seniles por Alois Alzheimer.

En 1910, Emil Kraepelin denominé «enfermedad de Alzheimer» a la demencia
presenil degenerativa ya que trataba del senium praecox (senilidad precoz o
demencia precoz) y restringia la enfermedad a los casos que se inician antes de los
65 afios de edad. 2

En 1955, sir Martin Roth publicé una investigacion fundamental para el estudio
cientifico de la demencia, en la que se establecian las semejanzas entre la demencia

senil y la presenil (es decir la anterior a los 65 afios) 2
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1.3. FISIOPATOLOGIA

El Alzheimer es un trastorno cerebral neurodegenerativo que causa la
interrupcion significativa de la funcion del cerebro. Hay varias teorias e hipdtesis
acerca de la causa para explicar este trastorno multifactorial como la hipdtesis
colinérgica, la hipotesis Beta Amiloide, la hipdtesis Tau y la hipotesis de la
inflamacién. (Figura 3) De las cuales quien esta tomando mas relevancia es la
hipdtesis Amiloidea en estas 2 Gltimas décadas. 2>

Esta hipotesis, con estudios previos hechos, demuestra que la formacion de
placas seniles de Beta Amiloide (AB) depositadas en varias areas del cerebro, es la
principal causa de eventos patolégicos complejos del Alzheimer debido a un

desequilibrio entre la produccion y la eliminacion del péptido 24

2
."{:,:r‘") - -
«%\I\ﬂocondrla s

7 : E4 truncado °::

Moléculas de

senializacian » |

\

a-Sinucleina ,

Figura 3: Procesos celulares y moleculares que se estima participan en la patogénesis de

la Enfermedad de Alzheimer.2°

1.4. EPIDEMIOLOGIA

En el 2015, el Informe Mundial sobre el Alzheimer actualiza las cifras de casos
con demencia, donde nos indica que actualmente existen en el mundo cerca de 900

millones de personas mayores de 60 afios, de las cuales se estima, que 46.8 millones
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viven con demencia en el mundo y se proyecta que este nimero se duplique cada
20 afios, alcanzando los 74.7 millones en el 2030 y los 131.5 millones en el 2050.2¢
(Figura 4)

Segun estudios que utilizaron los Gltimos datos del Censo de EE.UU. del 2010
y el Proyecto Chicago Health and Aging (CHAP), una de cada 10 personas de 65
afios en adelante tiene demencia de Alzheimer.# Se estima que 5,3 millones de
estadounidenses de todas las edades vivieron con demencia por Alzheimer en 2017,
de los cuales 3,3 millones son mujeres y 2,0 millones son hombres. 3

En el Peru la prevalencia de demencia es de un 6.85%, dentro de los cuales un
56.2% tienen Alzheimer, esta se incrementa con la edad de 1,1% (95% CI: 1,0-1,3)
en el grupo etario de 65 a 69 afios de edad hasta 45,1% (95% CI: 44,6-45,8) en
aquellos de mas de 85 afios de edad.?’

El Ministerio de Salud (MINSA) ha atendido en el 2015, alrededor de un millén
doscientas mil personas de la tercera edad, 70 mil por problemas de salud mental y
alrededor de 5 mil personas con demencia, incluido Alzheimer. Sin embargo, en el

2017, se calculd que en el pais hay 200 mil personas que sufren de Alzheimer. 2

En millones de casos 718
por region i G . 20.8 p
2013 2030 2050 Py & (3 10,9 %
Previsiones | ‘ l !
. ‘ Europa .
12,4
2.8—.‘5’2 l '
= Africa , i cifra
Américas revisada
Casos / o cifra Asia-Pacifico’
de demencia’ g precedents
en el mundo T84 @ :
(en miflones) =y 2
36 A4 " 66
® _______—-.
Fi X ‘
e OO 2010 2013 2030 2050 AP

Figura 4: Casos de demencia en el Mundo se triplicaran en 2050.%°
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1.5. IMPACTO ECONOMICO

A nivel mundial, los costos que representa la demencia han aumentado de
US$604 billones en el 2010 a US$818 billones en el 2015, lo que significa un
incremento del 35,4%. Actualmente calculamos que US$818 billones representan
el 1,09% del Producto Bruto Interno (PBI) a nivel mundial, visualizandose un
incremento de lo estimado en el 2010 que fue del 1,01%. °

En el Perd, para evaluar el Alzheimer y otras enfermedades de la demencia,
uno debe pasar por una consulta neurolégica, examenes de laboratorio, evaluacion

neuropsicolégica y una neuroimagen (tomografia o resonancia magnética).3*

1.6.FACTORES

Se clasifican en: factores de riesgo, genéticos y protectores. (Tabla 1)

1.6.1. FACTORES DE RIESGO

a. Edad:

La edad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de EA debido a
que, durante el envejecimiento, se observa una pérdida normal de la reserva
neuronal, asi como una disminucién de la neuroplasticidad. La prevalencia
de la EA se duplica cada cinco afios entre los 65 y los 85 afios. 3
Después de 65 afios, la frecuencia de la enfermedad aumenta vy
especialmente después de 80 afos. La enfermedad de Alzheimer afecta al
15% de las personas mayores de 80 afios. 33

b. Género:
Existe mayor prevalencia en mujeres a diferencia de los hombres, alrededor
del 20,5% de las mujeres y el 13% de los hombres mayores de 75 afios. La
reduccion de estrogenos en la menopausia también seria un factor de riesgo

que muestra que las mujeres son mas afectadas que los hombres.

1.6.2. FACTORES GENETICOS

a. Mutacion cromosomica: Representa solo 1.5 a 2% de los casos, pero se

pueden identificar 3 mutaciones raras en el origen de la enfermedad.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

» Mutacion del gen precursor de la proteina amiloide (APP)
El gen para la APP ubicado en el cromosoma 21, el gen codifica una
proteina transmembrana que tiene el fragmento correspondiente al
péptido B-amiloide. 3 Las mutaciones en este gen conduciran a la
produccion del péptido Api-42 a través de la ruta amiloidogénica. 37

» Mutacion del gen de presenilina 1 (PS1)
El gen de PS1 se encuentra en el cromosoma 14 y codifica una
proteina transmembrana. Esta proteina se encuentra en las neuronas
y es parte del complejo y-secretasa, que escinde la proteina APP y
libera el péptido ABi-42. Se ha encontrado aproximadamente el 70%
de los pacientes con enfermedad de Alzheimer familiar y la edad de
inicio es aproximadamente 45 afios. 8

» Mutacion del gen de presenilina 2 (PS2)
El gen de PS2 se encuentra en el cromosoma 1, se ha identificado
gracias a una homologia en AA con el gen de PS1. Hasta la fecha,
se han descrito 13 mutaciones de falso sentido de este gen. Son las

mutaciones mas raras, y la edad de inicio es alrededor de los 52 afios.
39

b. Sindrome de Down
Un individuo nace con una copia adicional del cromosoma 21, uno de los
23 cromosomas humanos. Este cromosoma incluye un gen que codifica la
produccion de APP, que en personas con Alzheimer se corta en fragmentos
de beta amiloide que se acumulan en placas, es decir, puede aumentar la
cantidad de fragmentos de beta amiloide en el cerebro. 3’ La tasa media de
prevalencia de enfermedad de Alzheimer en el sindrome de Down parece

estar alrededor del 15%, y aumenta con la edad. “°

c. Gen APoE
El gen ha sido identificado como un factor de riesgo, presente en el
cromosoma 19, codifica una proteina de 299 AA y es polimorfo: tiene tres
alelos (g2, €3, &4). % Esta proteina ApoE permite el transporte de lipidos,
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redistribuye los lipidos (colesterol, colesterol HDL, colesterol LDL) a las
células del cuerpo, incluido el sistema nervioso y esto permite la reparacion
de las células en los sitios de la lesion. El alelo €4 es el mas comun en
pacientes con AE, el riesgo de desarrollar la enfermedad se duplica para los
portadores de un solo alelo, pero se multiplica por 12 a 15 para ambos

alelos.36

1.6.3. FACTORES PROTECTORES

a. Vidasocial
Existen una diversidad de factores que disminuirian el riesgo de desarrollar
la enfermedad como un alto nivel de educacion, una actividad profesional
estimulante, un séquito importante, un buen nivel de educacion, actividades
de ocio. * Todos estos factores parecen retrasar la aparicion de los primeros
sintomas y su gravedad, no reducen la pérdida de neuronas, pero permiten
una buena plasticidad cerebral, lo que da como resultado una adaptabilidad

permanente del cerebro. 4

b. Alimentacién y Deporte
Una dieta mediterranea saludable reduciria el riesgo de desarrollar la
enfermedad, como el consumo regular de pescado o una dieta rica en frutas
y verduras. Ademas, un consumo moderado de vino tendria un efecto
beneficioso. La practica de una actividad deportiva regular, como caminar,

seria neuroprotectora. 2

FACTORES FACTORES FACTORES
DE RIESGO GENETICOS PROTECTORES
Edad Mutaciones cromosémicas Vida social
Sexo femenino Sindrome de Down Alimentacion

Gen ApoE Deporte

Tabla 1: Factores de riego y protectores para la enfermedad del
Alzheimer.*®
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1.7. SINTOMATOLOGIA

Las alteraciones cerebrales de la enfermedad de Alzheimer dan lugar a tres tipos

de sintomas/signos a lo largo de cada etapa: (Tabla 2)

1.7.1. ALTERACIONES COGNOSCITIVAS
Con la enfermedad se afectan todas las funciones intelectuales, pierde la
capacidad para tomar decisiones y desenvolverse en las actividades simples
de la vida

A. Pérdida de Memoria: Uno de los signos mas comunes de la enfermedad

de Alzheimer, especialmente en las primeras etapas, es el olvido de la
informacidn recientemente aprendida. La afectacion de la memoria semantica
causa dificultad para recordar el nombre de los objetos. *

B. Atencion: En los estadios iniciales los sujetos con EA presentan déficit en
la atencion selectiva (capacidad para dirigir la atencion sobre un estimulo
relevante e inhibir otros irrelevantes), principalmente en aquellas tareas
que requieren inhibicion de respuestas, seleccién y cambio atencional
rapido. °

C. Disfasia:Aparece precozmente y es ineludible cuando la EA esta
suficientemente avanzada, quizd porque la enfermedad causa mayor
afectacion del hemisferio izquierdo. Se afectan de forma sucesiva la
capacidad semantica, la sintactica y la fonoldgica. Progresivamente el
lenguaje se va perdiendo, por lo que hay dificultad para encontrar las
palabras correctas y denominar o expresarse. 4

D. Dispraxia: Dificultad para realizar movimientos en ausencia de pérdidas
de fuerza, es uno de los elementos diagndsticos méas importantes de la

enfermedad de Alzheimer y se relaciona con la afectacion parietal. 4°

1.7.2. TRASTORNOS DEL ESTADO DE ANIMO Y CONDUCTUALES

A. Depresion: Cerca del 50% de los casos de EA se presentan como
depresion (tristeza, pena, llanto, poca comunicacién, entre otras
manifestaciones). Esto dificulta el diagnodstico pues se cree que es
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depresién y se deja pasar mucho tiempo antes del diagndstico y
tratamiento correcto. También puede presentarse poco después del inicio
de EA cuando la persona se da cuenta que “ya no es la de antes” que “algo
malo le estd pasando”. 4

B. Ansiedad: Se ha relacionado con la persistencia de los receptores
corticales serotoninérgicos y se manifiesta como preocupacion por el
futuro. El estado de animo y las personalidades de las personas con
Alzheimer pueden cambiar. 3°

C. Alteraciones Psicoticas: Delirios y alucinaciones son mas frecuentes

cuando la edad del enfermo es muy avanzada. Su prevalencia aumenta a
medida que la enfermedad se agrava. **
D. Retiro del trabajo o actividades sociales: las personas con Alzheimer

pueden comenzar a alejarse de pasatiempos, actividades sociales,
proyectos de trabajo o deportes. Pueden tener problemas para mantenerse
al dia con un equipo deportivo favorito o recordar como completar un
hobby favorito. También pueden evitar ser sociales debido a los cambios

que han experimentado. #°

LEVE MODERADO SEVERO

Pérdida progresiva Desorientacion tiempo | Cambio en el estado de
de memoria y espacio animo, el comportamiento
y la personalidad

Disminucion de la Juicio pobre o bajado Pérdida de iniciativa, que
funcidn cognitiva conduce a la depresion

Extraviar elementos | Problemas con el Problemas con el lenguaje
pensamiento abstracto

Dificultad para llevar a | Deambular sin rumbo
cabo las actividades
cotidianas de la vida
diaria

Tabla 2: Signos de la Enfermedad del Alzheimer a lo largo de cada
etapa.*®

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE X UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.8. DIAGNOSTICO

En 1984 se celebro en Estados Unidos una conferencia con el objetivo de
consensuar criterios sobre el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer. Los
criterios de National Institute of Neurological and Communicative Disorders y la
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA)
(Tabla 3) se usan en la actualidad en muchos paises.?

Los criterios clinicos pertenecientes al National Institute of Aging
estadounidense (NIA) y la Alzheimer’s Association (AA) surge del trabajo
conjunto denominado NIA-AA para el diagndstico de 'probable’ de EA.4’ (Tabla 4)
La posibilidad de utilizar biomarcadores permite evaluar en un diagndstico en fases
asintomaticas. 48

CRITERIOS NINCDS-ARDRA NIA-AA
Edad de aparicion | De los 40 a 90 afios A cualquier edad
Clinica Presencia de Signos cognitivos o conductuales
sindrome amnésico
Deterioro cognitivo No recogido Se diagnostica en funcion de la
leve repercusion funcional

Evidencia opcional de
biomarcadores de fisiopatologia

Biomarcador No '
omarcadores Alzheimer

Tabla 3: Diferencias entre Criterios NINCDS-ARDRA y NIA-AA*

CRITERIOS NIA-AA POR ENFERMEDAD DEL ALZHEIMER

Posible

Posible con evidencia de proceso fisiopatoldgico de EA

Probable

Probable con un nivel de certeza incrementado

Probable con evidencia de proceso fisiopatoldgico de EA

Fisiopatoldégicamente probada

Tabla 4: Criterios clinicos de demencia por enfermedad Alzheimer (EA) segln
criterios NIA-AA.#
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No existe una prueba Unica para el Alzheimer, sin embargo, utilizan una
variedad de enfoques y herramientas para ayudar a hacer un diagnoéstico. Incluyen
lo siguiente:

» Obtener un historial médico y familiar del individuo, incluida la historia y
la historia psiquiatrica de cambios cognitivos y de comportamiento.

» Realizacion de pruebas cognitivas y examenes fisicos y neurologicos.

» Hacer que el individuo se someta a andlisis de sangre e imagenes del
cerebro y otras causas posibles de sintomas de demencia. 4

Las tecnologias de pruebas por imagenes del cerebro que se utilizan con mas

frecuencia son:

A. Imagenes por resonancia magnética (RM): Una resonancia magnética

usa potentes ondas de radio e imanes para crear na vista detallada del
cerebro. %0

B. Tomografia computarizada (TC). Una exploracion por tomografia

computarizada usa rayos X para obtener imagenes transversales del
cerebro. 0
C. Tomografia por emisién de positrones (TEP): En las TEP se usa una

sustancia radioactiva, que se conoce como «radiomarcador», para detectar
sustancias en el cuerpo. Existen diferentes tipos de TEP. La TEP que se
usa con mas frecuencia es la TEP con fluorodesoxiglucosa, que puede
identificar las regiones del cerebro con disminuciones en el metabolismo
de la glucosa. El patron de cambios en el metabolismo sirve para distinguir

distintos tipos de enfermedades cerebrales degenerativas. >

Recientemente, se han presentado TEP que pueden detectar grupos de
proteinas amiloide (placas), que estan relacionados con la demencia de
Alzheimer. Pero, en general, este tipo de TEP se usa en entornos de

investigacion. 52

1.9. TRATAMIENTO

Actualmente no hay tratamiento curativo para la Enfermedad de Alzheimer. Sin
embargo, hay medicamentos y estrategias no farmacoldgicas que ayudan y mejoran
las manifestaciones de la enfermedad.
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1.9.1. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO/BIOLOGICO
Los farmacos mas usados y aprobados para el tratamiento del Alzheimer

son los:

1. Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AchE)

Previenen la descomposicion de la Acetilcolina que es un mensajero
quimico muy importante para la memoria y el aprendizaje. Al mantener
los niveles de Acetilcolina altos, estas drogas apoyan la comunicacion
entre las células del sistema nervioso. 3

Generalmente son bien tolerados. Los efectos colaterales mas comunes
son: nauseas, vomitos, pérdida de apetito y diarrea. Los inhibidores de

acetilcolina méas usados son:

1.1. Rivastigmina.- Es un doble inhibidor, inhibira reversiblemente
AchE pero también butirilcolinesterasa, es una enzima que también
degrada Ach. 3° Esta molécula existe en forma de capsula, solucién
oral y dispositivo transdérmico. Para las formas orales, el

tratamiento con 1,5 mg dos veces al dia. >

1.2. Galantamina.- Es un alcaloide terciario, un inhibidor
especifico, competitivo y reversible de la AchE cerebral, que
potencia la accion intrinseca de AchE sobre los receptores
nicotinicos. % Al inicio del tratamiento, la dosis serd de 8 mg por

dia en dos dosis por la mafiana y por la noche o una en la mafiana.*®

1.3. Donepezilo.- Es un inhibidor especifico y reversible de AchE
cerebral. % Existe en 2 formas, comprimido recubierto con pelicula
y bucodispersable en 5 mg y 10 mg. La dosis habitual al comienzo
del tratamiento es de 5 mg por dia tomada antes de acostarse.®’
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2. Antagonistas de los receptores NMDA: Memantina

Aprobado por la FDA para el tratamiento de Alzheimer en estadio
moderado avanzado. Se recomienda usarlo junto con un Inhibidor de
acetil colinesterasa. Trabaja regulando la actividad del glutamato, un
mensajero quimico diferente que juega un papel en el aprendizaje y la
memoria. Como efectos secundarios puede producir dolor de cabeza,

confusion, mareos, estrefiimiento-® (Tabla 5)

Agencia de

- . . Evaluacion de

Admracion | 20802 | edicameo
X duct

AEDNEAIEN TS Alimentos Europea ysz:ﬁt;r?ozs
(FDA) (EMA) (AEMPS)

Tratamiento de
pacientes con

Tratamiento
de pacientes

Indicado para el
tratamiento de

la demencia adultos con enfermedad de
Memantina moderada a enfermedad | Alzheimer de
grave del tipo de Alzheimer | moderada a
10mg tableta Alzheimer de moderada | grave
a grave

Donepezilo

10mg tableta

Indicado para el
tratamiento de
la demencia del
tipo Alzheimer.
Se ha
demostrado la
eficacia en
pacientes con
enfermedad de
Alzheimer leve,
moderada y
grave

Tratamiento
sintomatico de
la enfermedad
de Alzheimer
de leve a
moderadamente
grave.

Tabla 5: Indicaciones aprobadas para EA. Fuente: Ministerio de Salud MINSA®®
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3. Vitamina E y Acidos grasos omega 3

Son antioxidantes, algunos estudios han probado su efectividad en el
rendimiento de actividades de la vida diaria de los pacientes con
Alzheimer. Por los riesgos de interactuar con otros farmacos debe

tomarse por indicacién médica luego de una evaluacion.>’

1.9.2. TRATAMIENTOS INNOVADORES

Renacenz (Cerebrolisina): Desarrollado por cientificos austriacos, el nuevo
farmaco basado en una sustancia Ilamada cerebro lisina, una proteina
natural, permitiria detener el proceso degenerativo de las neuronas al
acrecentar el desarrollo, fortalecimiento y proteccién de las neuronas,

mejorando notoriamente la calidad de vida de los pacientes. >

2. PATOGENESIS DEL ALZHEIMER

Hay varias teorias e hipdtesis acerca de la patogénesis del Alzheimer, para
explicar este trastorno multifactorial como la hipdtesis colinérgica, la hipdtesis Beta
Amiloide, la hipotesis tau y la hipotesis de la inflamacion. De las cuales quien esta

tomando mas relevancia es la hipotesis Amiloidea en estas 2 Gltimas décadas 22 2

2.1. HIPOTESIS COLINERGICA

Es una antigua hipdtesis basada en la disfuncion colinérgica.®® Fue definida hace
méas de 30 afios como un proceso primario degenerativo capaz de dafar
selectivamente grupos de neuronas colinérgicas en el hipocampo, corteza frontal,
amigdalas, ndcleo basal y tabique medial, regiones y estructuras que tiene una
importante funcién en el rol de alerta consiente, atencién, aprendizaje, memoria y
otros procesos mnemotécnicos. %% 2

Esta selectiva alteracion genera una reduccion de marcadores colinérgicos como
la acetilcolinesterasa y la acetiltranferasa que esta asociado con el comienzo del

dafio cognitivo.®? €3
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La investigacion bioguimica sistematica del cerebro de pacientes con EA
muestra una reduccién en la actividad de la acetilcolinesterasa y la acetiltransferasa
en la corteza del cerebro y otras areas, comparada con un cerebro normal.54 %

Actualmente los tratamientos para EA estdn basadas en la hipdtesis

colinérgica, siendo solo para la prevencion de la perdida cognitiva.®

2.2. HIPOTESIS TAU

Los enredos neurofibrilares Tau (ENFs) fueron los primeros en ser descritos
por Alois Alzheimer en una autopsia, como causa del Alzheimer.

La proteina Tau es abundantemente expresada en los axones de las neuronas
y su funcidn mas relevante es la union y estabilizacién de los micro tdbulos, que son
las pistas para el trafico intracelular. ® "* En la EA la proteina Tau, por una anormal
fosforilacion, forma agregaciones de filamentos helicoidales emparejados,
perdiendo su habilidad de mantener las pistas del micro tGbulo. (Figura 5)8°

También se cree que las funciones fisioldgicas normales del A contribuyen a
la disfuncion neuronal. EI AB interact(a con las vias de sefializacidn que regulan la
fosforilacion de la proteina Tau asociada a micro tabulos. La hiperfosforilacion de
Tau interrumpe su funcion normal al regular el transporte axonal y conduce a la
acumulacion de enredos neurofibrilares y especies toxicas de Tau soluble. Ademas,
la degradacion de Tau hiperfosforilada por el proteosoma se inhibe por las acciones
del AB."

En la actualidad los ENFs es uno de los mayores marcadores de la EA.%°

AN AB y otros T Tau Soluble %J — Disfuncion

factores & % cognitiva

L CDKS polimerizacion del

Microtibulo GSKaP 5. ‘&Z e
y MARK g S o 00
_—
Tau Hiperfosforilacion
NFT: obstruyer
) a la neurona
Transporte Axonal .
Disrupcion del transporte Axonal

Figura 5: Efectos de la Tau hiperfosforilacion en la funcion axonal’®
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2.3. HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDEA.

La hipotesis de la cascada amiloidea es el modelo mas influyente en la patologia
del Alzheimer, propuesta hace 25 afios, como resultado de numerosos estudios
realizados.’? Esta hipdtesis propone que la neurodegeneracion en el EA es causada
por una anormal formacion de placas seniles de Beta Amiloide (AB) depositadas
en diversas areas del cerebro’ debido a un desequilibrio entre la produccion y la
eliminacion del péptido.®®

La identificacion de Beta Amiloide (AP) en placas seniles y estudios genéticos
que identificaron mutaciones en los genes de la proteina precursora amiloide (APP),
presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSENZ2) que conducen a la acumulacion de
AP y demencia de inicio temprano, resulté en la formulacion de la "Hipdtesis de la

cascada amiloide" * 7 (Figura 6)

. APP
Mutaciones APP, PSEN 1, Mutasiones APF,
PSEN 1 1: Trizomia 21
Aprepacion AP 1-42
',/ r :
Formas solubles del AR olizomerieo Paptido AP Depositado

Tau + NFT

~#  Disfuncién neuronal v muerte

g

Demenria

Figura 6: Cascada Amiloidea’

Segun la hipotesis amiloidea, la acumulacion de placas de AP actia como un
desencadenante patoldgico de una cascada que incluye dafio neurético, formacion
de enredos neurofibrilares a través de la proteina Tau que conduce a la disfuncién

neuronal y a la muerte celular en el Alzheimer 76
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2.3.1. BETA AMILOIDE 1-42

Los péptidos AR son 39-43 péptidos de residuos de aminoacidos derivados
proteoliticamente de la accién enzimatica secuencial de la B-secretasa y la y-
secretasa, sobre la APP transmembrana ampliamente distribuida.”” ElI AR
forma el nlcleo de los depositos caracteristicos observados en el cerebro de
la enfermedad de Alzheimer (EA), placas seniles y angiopatia amiloide

cerebrovascular.’®

La longitud del péptido Ap varia en C-terminal de acuerdo con el patron
de escision de APP. La isoforma A1-40 €S la més prevalente, seguida por AB:-
42 que es hidréfoba en la naturaleza y se agrega a una velocidad mas rapida
que APi-40. Aungue el AB es producido por casi todas las células del cuerpo,

no se ha determinado una funcion fisiol6gica para el péptido.”

Se cree que AP tiene un papel fisioldgico en la modulacion de la actividad
sinaptica, cuya alteracion probablemente subyace a la disfuncion cognitiva.
Ademas, el exceso de acumulacion de AP y oligdmeros de AP sinaptotoxicos
induce la internalizacion e inhibicion del receptor de neurotransmisores. Los
niveles de acetilcolina se reducen marcadamente en EA, y los inhibidores de
acetilcolinesterasa se usan como agentes terapéuticos.’ (Figura 7)

Se cree que AB1-42 €S Una especie mas toxica ya que se agrega mucho mas
facilmente que AB1-40y, por lo tanto, puede proporcionar la semilla para una
mayor deposicion de Ab y patologias relacionadas.®

Los niveles mas altos de AB1-42, la forma mas hidré6foba y fibrilogénica del
péptido, fomenta el ensamblaje de AP en estructuras de orden
progresivamente mas elevadas, desde los dimeros hasta las placas insolubles

que finalmente se depositan en el cerebro.8!
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Figura 7: Efectos del Beta amiloide 1-42 en la funcién sinaptica.’*

2.3.2. PROTEINA PRECURSORA DE AMILOIDE

La proteina precursora amiloide (APP) es una proteina integral de
membrana, expresada en muchos tipos de tejidos, y estd concentrada en
la sinapsis entre neuronas.® 8 Posee multiples isoformas derivadas de corte
y empalme alternativo. Sin embargo, las funciones fisioldgicas de la APP son
poco conocidas. 8

La APP se puede dividir de dos maneras diferentes. La a-Secretasa inicia
la ruta no amiloidogénica y da como resultado la escision de la APP dentro
del dominio AP, lo que impide la generacion de AP. La escision de APP por
a-secretasa produce APP secretada por a (sSAPPa) y el fragmento C-terminal
a-CTF unido a la membrana remanente.

Alternativamente, la escision B catalizada por BACE de APP inicia la
generacion de AP y la ruta amiloidogénica. La escision de BACE da como
resultado la APP secretada por § (SAPPP) y el fragmento C-terminal B-CTF
de la APP.8¢
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Ambos fragmentos C-terminales unidos a la membrana de APP, a-CTF y
B-CTF, son sustratos para y-secretasa, una proteasa multimérica ubicua. La
escision de y-secretasa de a-CTF da como resultado la generacion de un
péptido no amiloidogénico truncado (p3), mientras que la escision de y-
secretasa de B-CTF conduce a la generacion de AP, el principal componente
proteinaceo de las placas amiloides encontradas en cerebros de pacientes con
E 85,86

Como B-CTF puede escindirse en lados diferentes por y-secretasa, AP
varia en longitud; principalmente se producen un péptido AP de 40
aminoacidos (aa) y un péptido que es 2 aa mas largo, ABi-42. Debido a su
hidrofobicidad aumentada, AB:14> es capaz de formar agregados y es la

especie predominante de AP en las placas seniles. (Figura 8)& & &

O- secretasa B secretas g’ BACC 1

a-APP ca3 -APPs

: :
Eﬂ £ y-secrtma AlL 40 &
o P3 APPICD g,
=1 . o =%
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Figura 8: Presentacion esquematica de las vias de procesamiento de APP®,
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El descubrimiento de la primera causa genética especifica de EA fue la
aparicion de una mutacién dominante autosémica en el gen APP.88

El hecho de que las mutaciones que causan EA en la APP y en las
presenilinas 1 (PSEN 1) y 2 (PSEN 2) alteran el procesamiento proteolitico
de la APP de una manera que eleva los niveles relativos de los péptidos AB1-
42 se conoce desde hace tiempo.8% % Una explicacion mecanicista clave fue
el descubrimiento de que los genes de presenilina codifican el sitio activo de
la division intramembrana de la enzima y-secretasa.® %

Estas mutaciones dan como resultado una EA de inicio temprano,
autosémica dominante y totalmente penetrante. En la APP, las mutaciones se
agrupan alrededor del sitio de escision de la y-secretasa, causando un cambio
en los aminoacidos adyacentes al sitio de escision BACEL. Las mutaciones
del gen PSEN (que dan lugar a proteinas llamadas presenilinas, PS1 y PS2)
alteran predominantemente los aminodcidos en sus nueve dominios
transmembrana. El hilo conductor de todas estas mutaciones es que aumentan
la produccion del ABi-22 menos soluble y mas tdxico en relacion con ABag®

Las funciones de las presenilinas ain no se han entendido con claridad,
pero en base a la mayoria de las observaciones informativas se encontré que
las presenilinas estan involucradas en el trafico de proteinas y la sefializacion
de Notch.%2 %3

El mecanismo patogénico de las mutaciones de presenilina que altera el
metabolismo de la APP seria responsable de elevar los niveles de péptidos
AB.GS

2.3.3. APOE

El vinculo entre apoE y EA, y apoE y AP en particular, Se sugirio por
primera vez a principios de la década de 1990, cuando se descubri6 que apoE
co-localizaba con placas amiloides.%*

ApoE tiene un papel clave en el metabolismo lipidico dirigiendo su
transporte, distribucion y distribucion de un tipo de tejido o célula a otro a
través de receptores ApoE y proteinas asociadas.? Los estudios bioquimicos,
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bioldgicos de células y animales sugieren que ApoE4 puede aumentar la
agregacion de péptido AP y alterar el aclaramiento de A en el cerebro que
actlia como fuerza motriz para la patogénesis de la EA.%

En casi todas las poblaciones, el alelo APOE €3 esta presente en el 50-
90% de las personas, mientras que el alelo APOE €4 y APOE €2 solo
representan el 5-35% y el 1-5% respectivamente.®’ Se ha identificado que
APOEg4 es un factor de riesgo importante asociado con EA de aparicion
tardia que los alelos €3 y £2.%8 Los modelos EA de genética y ratén han
arrojado luz sobre la frecuencia alélica de APOE en la patogénesis de EA de
inicio temprano, pero la gran mayoria de los casos de EA se presentan

tardiamente en la vida.%’

3. RECEPTOR 1 LIGADO A LA LIPOPROTEINA DE BAJA DENSIDAD (LRP-1)

3.1. DEFINICION

El receptor 1 ligado a la lipoproteina de baja densidad (LRP-1) es un receptor
endocitico perteneciente a la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Este receptor se expresa en diversas células, tales como hepatocitos,
fibroblastos, células de musculo liso, neuronas, células gliales y astrocitos.*®

El LRP-1 se sintetiza como una proteina transmembrana glicosilada grande de
600 kDa. Este se transforma en una molécula de dos partes durante su maduracion
por una furina convertasa. El receptor maduro incluye una cadena a extracelular de
515 kDa y una cadena [3 de 85 kDa que contiene una extension extracelular corta.
Estas dos subunidades estan unidas no covalentemente por medio de las partes
extracelulares.®

El LRP-1 contiene cuatro dominios, donde se unen los ligandos denominados
dominio | a IV del N-terminal de la cadena a de LRP-1. La estructura distinta de
LRP-1 permite su papel multifacético como transportador de carga, un eliminador
multifuncional y un receptor de sefializacion implicado en la endocitosis de sus
ligandos.’®* LRP-1 reconoce y estd implicado en la endocitosis de mas de 40
ligandos diferentes incluyendo apolipoproteina E (apoE), APP y AB.1%% (Figura 9)
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Figura 9: Union de ligandos del LRP11%

3.2. RELACION CON EL ALZHEIMER

Si bien algunos estudios genéticos han sugerido que LRP1 esta relacionado
con EA vy la angiopatia amiloide cerebral (CAA), otros han mostrado una
asociacion débil o nula. Estudios anteriores han demostrado que LRP1 y muchos
de sus ligandos se depositan en placas seniles.!® Ademas de regular el
aclaramiento de AP del cerebro, se ha demostrado que el dominio C-terminal
citoplasmico de LRP1 interacta con el dominio citoplasmico de APP (proteina
precursora de AB) mediante FE65, una proteina adaptadora de LRP1, que a su
vez influye en el procesamiento de APP y la generacion de AB.1%* También se ha
demostrado que LRP1 en neuronas media la captacion celular de AP y

posiblemente la retencion en el cerebro a través de sus ligandos a2M y apoE.1%®
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Se ha informado que el receptor 1 ligado a la lipoproteina de baja densidad
(LRP1) de la célula esta implicada no solo en la endocitosis AP y la degradacion
cerebral, sino también en la transcitosis AP a través del endotelio cerebral y la
posterior eliminacion sistémica a través del higado, bazo y rifiones.*%

Ademas, estudios demostraron que la expresion de LRP1 se reduce en
personas mayores y alin mas en personas con EA.1% Estudios recientes sugieren
que el transporte a través de la BHE es una ruta de eliminacion importante para
la AB cerebral 07108

LRP1 fisiologicamente existe en dos formas: una forma unida a la superficie
celular (LRP1) y una forma soluble truncada (SLRP1, Figura 10). La LRP1 unida
a la superficie estd compuesta por dos subunidades que incluyen una cadena o
extracelular (515 kDa) y una cadena B (85 kDa) que contiene una extension
extracelular corta, un tnico dominio transmembrana y un dominio intracelular de

100 aminoacidos.109: 111
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| - v =
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> >
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Figura 10: Estructura del LRP-110°
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El dominio extracelular o ectodominio de LRP1 liberado después del
desprendimiento es sSLRP1, como se describié anteriormente. La forma soluble
truncada de LRP1 circula libremente en el plasma y secuestra el Ap no unido en
la periferia. SLRP1 también es detectable en el fluido cerebroespinal 1%

El papel multisitio del receptor clave de union a AP, LRP1, ayuda a eliminar
el A sistémico en un mecanismo de eliminacion en serie de tres pasos.'*! (Figura

11)

Paso 1: El AP cerebral
se une a la superficie
LRP1enellado
abluminal de laBBB

Paso 2:EIAB
circulante libre se une
a LRP1soluble en
plasma.

Paso3:la LRP1
hepdtica media la
depuracion sistémica
de los complejos
sLRP1-ABy el AR libre

Figura 11: Pasos de la eliminaciéon de AP mediada por LRP1 del cerebro'®

Paso 1 (BBB). En el sitio de la BHE, la superficie LRP1 se expresa en la
membrana endotelial que mira al cerebro (abluminal). Esta LRP1 unida a la
membrana se une a Af cerebral e inicia rapidamente su eliminacion en el lado de
la sangre (luminal). El AP radiomarcado y no marcado administrado por via
intracerebral ha aparecido intacto en el plasma, indicando el flujo de salida de AP

del cerebro por la LRP1 cerebrovascular.!?
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Paso 2 (Plasma). sLRP1 en la periferia contribuye al clearance de AP
secuestrando AP libre en circulacion. La coinmunoprecipitacion de AP unido a
SLRP1 en seres humanos neurolégicamente normales ha indicado que sLRP1
circulante puede secuestrar 70-90% de AP plasmatico, impulsando asi el
gradiente AP a favor del flujo de salida a través de la BBB. Este AP periférico
enddgeno creado por SLRP1 promueve la eliminacion de AP del cerebro a la
circulacion.t13 114

Paso 3 (Higado). LRP1 se identifico por primera vez en el higado, y en el sitio
hepatico, es responsable de unirse y eliminar AP del sistema. Ademas del higado,

los complejos SLRP1-Ap también se eliminan por el rifién y el bazo. ¥

4. ANTAGONISTA DEL PPARY (T0070907)

La droga T0070907 (Figura 12), usada para investigaciones, a una concentracion
mayor a 10uM es un antagonista especifico del receptor de peroxisoma-proliferador-
activado gamma (PPARy).116

El PPARYy forma parte de la subfamilia metabdlica de receptores nucleares, con una
funcién principal de la diferenciacion de los adipocitos, sintesis de triglicéridos y
atrapamiento de 4cidos grasos.*’

En un estudio in-vitro se demuestra que la expresion del receptor LRP es regulado
por la activacién del PPARYy.!® mientas que en otro estudio se demostré que el uso de
la Rosiglitazona (activador del PPARY) en células hepéaticas aumentan los niveles de

expresion del LRP-1.119

M= 0
e MO

I=

i
Figura 12: Estructura del T0070907 44
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5. BAFILOMICINA Al

La autofagia un proceso de degradacion de proteinas intracelular, mediante el cual
la célula puede degradar y reciclar componentes citoplasméticos dentro de los
lisosomas, formando asi una homeostasis. La fusion de autofagosomas-lisosomas y la
acidificacion de autolisosomas constituyen etapas tardias en el proceso autofagico
necesario para mantener el flujo autofagico funcional y la homeostasis celular.?°
Ambos pasos son interrumpidos por el inhibidor de V-ATPasa (Bafilomicina Al)
(Figura 13), pero los mecanismos que potencialmente los vinculan no son claros.'?

Investigaciones realizadas en los laboratorios del Massachusets College of
Pharmacy and Health Sciences se demostro que la Bafilomicina Al regula los niveles
de LRP-1, via inhibicion de la Autofagia. (Rondon Ortiz, 2017)

CHy
HaC

HO

CHj CHj

Figura 13: Estructura de la Bafilomicina A1}%°

6. ENSAYOS EN LINEAS CELULARES

6.1. WESTERN BLOT

La transferencia Western (también denominada inmunotransferencia, porque se
usa un anticuerpo para detectar especificamente su antigeno) fue introducida por
Towbin et al. En 1979 y ahora es una técnica rutinaria para el andlisis de
proteinas.’?? En esta técnica se separan proteinas basandose en el peso molecular,
mediante electroforesis en gel. (Figura 14) Estos resultados se transfieren entonces
a una membrana que produce una banda para cada proteina. La membrana se incuba
entonces con marcadores anticuerpos especificos de la proteina de interés.1
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La especificidad de la interaccién anticuerpo-antigeno permite identificar una
proteina diana en el medio de una mezcla de proteinas complejas. Western blotting
puede producir datos cualitativos y semi-cuantitativos sobre la proteina de

interés.124

M kDa) 1 2 3{_-/ D) M(Da) 1 2 3
UU I\r,j%__;_v |
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1 ; " \ 50—
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37— 20 37—
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Figura 14: Corrida electroforética en Western Blot'#°

6.2. BCA

El acido bicinconinico, sal sddica, es un compuesto estable, soluble en agua
capaz de formar un intenso complejo purpura con iones cuprosos (Cu *) en un
ambiente alcalino. Este reactivo constituye la base de un método analitico capaz de
controlar el ion cuproso producido en la reaccion de la proteina con
Cu ?* alcalino (reaccion de Biuret).1?°

El ensayo BCA se basa principalmente en dos reacciones. Primero, los enlaces
peptidicos en la proteina reducen los iones Cu*? del sulfato de cobre (11) a Cu** (una
reaccion dependiente de la temperatura). La cantidad de Cu*? reducida es
proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucion. A continuacién, dos
moléculas de &cido bicinconinico se quelan con cada ion Cu*™ , formando un
complejo de color parpura que absorbe fuertemente la luz a una longitud de onda de

562 nm2°

Proteina + Cu™® OH — Cu'™*

Cu*' + BCA — Complejo purpura
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El color producido a partir de esta reaccion es estable y aumenta de manera

proporcional en una amplia gama de concentraciones de proteina en aumento.?°

6.3. INMUNOCITOQUIMICA

Las técnicas de tincion inmunocitoquimica son comdnmente empleadas por los
investigadores en muchos campos de investigacion y, en los Gltimos afios, han
encontrado su camino en el laboratorio de diagndstico.'?® La técnica de
inmunocitoquimica se utiliza en la busqueda de antigenos celulares que van desde
aminoacidos y proteinas hasta agentes infecciosos. La técnica comprende dos fases:
preparacion de slides (fijacién de muestras y procesamiento) y etapas evolucionadas
para la reaccion (en orden: recuperacion de antigenos, blogueo de sitio no
especifico, bloqueo de peroxidasa enddgena, incubacion primaria de anticuerpos y
empleo de sistemas de deteccion).'?” Los métodos de tincion inmunohistoguimica
incluyen el uso de anticuerpos marcados con fluoréforo (inmunofluorescencia) y
marcados con enzima (inmunoperoxidasa) para identificar proteinas y otras

moléculas.1?8

6.4. ELISA

El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) es ampliamente utilizados como
herramientas de diagndstico en medicina y como medida de control de calidad en
diversas industrias; También se utiliza como instrumentos analiticos en la
investigacion biomédica para la deteccion y cuantificacion de antigenos o
anticuerpos especificos en una muestra dada.!?® ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion enzimatica) es una técnica de ensayo basada en placas disefiada
para detectar y cuantificar sustancias tales como péptidos, proteinas, anticuerpos y
hormonas. En ELISA, un antigeno debe inmovilizarse en una superficie sélida y
luego complejarse con un anticuerpo que esta unido a una enzima.** La deteccion
se lleva a cabo evaluando la actividad de la enzima conjugada mediante incubacion
con un sustrato para producir un producto medible. El elemento més crucial de la
estrategia de detecciobn es una interaccion anticuerpo-antigeno altamente
especifica.!
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1.1. LINEA CELULAR HEP-G2

Se utilizo la linea celular Hep-G2 (pasaje 21) adquirida en American
Type Culture Collection (ATCC®, Virginia, EEUU), las cuales fueron
proporcionadas por el Massachusets Collage of Pharmacy and Health
Sciences University (MCPHS) e incubadas (VWR® symphony™ Air-
Jacketed CO2 Incubators, Models 5.3A and 8.5A) a una temperatura de 37°C
con 5% de CO», ubicadas en los laboratorios de farmacologia del MCPHS,
Boston.

A partir de este pasaje se realizd un nuevo cultivo (pasaje 22), en medio
de cultivo Minimun Essential Medium (MEM) Alpha (1X) (GIBCO®) para

su proliferacion y posterior uso.

1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

1.2.1. EQUIPOS

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se utilizaron los
siguientes equipos de laboratorio: cabina de seguridad bioldgica clase 2, tipo
A2 (SterilGARD®, BAKER), contador de viabilidad celular (Nexcelom
Bioscience® Auto T4), incubadoras de CO2 (VWR Symphony),
centrifugadora (DYNAC III, Clay Adams™), incubadora (VWR™), |ector
multimodal de microplacas (Synergy HT- BioTek®), incubadora de bafio
seco de la casa Fisher Scientific, camara de electroforesis (Mini-protean Tetra
Cell, BIO-RAD), escaner para Western Blot (Licor c-DiGit®), sistema de
transferencia (BIO-RAD Trans-Blot® Turbo™), microscopio de foco
invertido de la casa OLYMPUS CKX31 Japan, micro centrifugador
(VWR®), sonicador (Symphoni™), vortex (Genie 2, Fisher Scientific),

microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600), iluminador de fibra pre-
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centrado motorizado (INTENSILIGHTC-HGFIE), refrigerador de la casa
Energy Star® a -20°C, refrigerador de la casa REVCO™ a -80° C.

1.2.2. REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron: péptido FAM-A4p1.42 del laboratorio
ANASPEC; 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, dimetil sulféxido (DMSO)
fueron obtenidos del laboratorio Sigma-Aldrich®, como medio de cultivo
Minimun Essential Medium (MEM) Alpha (1X) (GIBCO®), tripsina/EDTA
(0.25%tripsina/0.53mM EDTA), buffer fosfato salino (PBS 1X),
penicilina/estreptomicina (1%), suero bovino fetal (FBS), Alcohol 70%,
fueron obtenidos de ATCC®. Para el conteo celular se utiliz6 la solucion
Azul de Tripan (Sigma-Aldrich®).

Las drogas utilizadas fueron: antagonista especifico del receptor
(PPARy) T0O070907 y bafilomicina Al (Tocris Bioscience).

Para el proceso de lisis celular se empleo el reactivo de extraccion de
proteinas de mamifero (M-PER), cocktail de inhibidores, EDTA (Thermo
Scientific ™),

En la cuantificacién de proteinas se utilizd kit de ensayo del acido
bicinconinico (BCA) (Thermo Fisher Scientific™).

Para el ensayo de Western-Blot: buffer-SDS 4X (BioProducts®),
tampon de electroforesis (Tris-Glicina/SDS 10X), tampon de transferencia,
marcador (PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder) obtenidos
de Thermo Scientific ™, anticuerpo monoclonal de conejo LRP-1 (Rabbit
mAb anti LRP-1[EPR3724] (ab92544), ABCam®), TBS-Tween 20X
(Thermo Scientific™), anticuerpo policlonal de conejo (Goat pAb to rabbit
IgG HRP (ab97069), ABCam®), substrato quimico luminiscente (Thermo
Fisher Scientific®), anticuerpo de B-actina (Anti-beta Actin antibody [AC15]
(HRP) (ab49900),ABCam®).

En el Ensayo inmunocitoquimica (ICC): para-formaldehido 4% (PFA)
(Sigma-Aldrich®), metanol (MeOH) (Fisher Scientific®), DAPI (Prolong ™
Diamond Antifade Mountant with DAPI) de la casa Life Technologies
Corporation y el Kit de Ensayo ELISA (Human AB42 — NOVEX® Life
Technologies Corporation).
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1.2.3. MATERIAL

Frascos de cultivo celular (25, 75mL), probetas (50, 100mL), tubos de
centrifugacion y micro centrifugacion, pipetas, micro pipetas, multi-pipetas,
micro-placas de 96 pocillos, leche en polvo al 5% (BioProducts®), gel SDS-
PAGE 7.5%, membrana de nitrocelulosa 0.45um, almohadillas de soporte,

papel filtro de Western-Blot de la casa Thermo Fisher Scientific®.

1.3. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de
Farmacologia en Massachusetts College Pharmacy and Health Sciences
University, Boston, EEUU.

2. METODOS

2.1. PREPARACION DE LA SOLUCION DEL PEPTIDO 5 (6) —
CARBOXIFLUORESCEINA (FAM)-Beta Amiloides-s2 (Af1-42)

El peptido FAM-4p1.42 se obtuvo del laboratorio ANASPEC (Figura 15). El
contenido del frasco (0.5mg de FAM-Af1.42), se reconstituyd con 1030uL de 1, 1,
1, 3, 3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), para una mejor disolucion del péptido se
uso el sonicador (Symphoni™) por 5 minutos. Esta solucion se separ6 en alicuotas
de 60pL, el solvente se evapord a sequedad en un equipo de evaporacion rotatorio
(XCELVAP) bajo las siguientes condiciones: 60 psi de nitrégeno, 3-7 psi (presion
de liberacion de nitrogeno del equipo), 38°C por 30 minutos. Después de este
proceso se obtuvo alicuotas de 6nmol de péptido seco, las cuales se almacenaron a
-20°C hasta su uso.

Para determinar la concentracion de FAM-A4/1-4> mas adecuada para trabajar, nos
basamos en una investigacion anterior, en la cual se compar6 dos diferentes tipos
de Buffer para lisis celular y diferentes concentraciones de péptido (Mamani Apaza,
Cruz Torres, Jakowenko*?), en base a ello se decidio trabajar a una concentracion
de 1000nM de péptido y emplear para la lisis celular el buffer de reactivo de

Extraccion de Proteina de Mamiferos (M-PER).
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Para la preparacion del péptido a una concentracion de 1000nM, la alicuota de
6nmol se reconstituy6é con 5uL de dimetilsulfoxido 100% (DMSO) y 995uL de
Minimum Essential Medium (MEM) Bajo Alpha 1X (MBS) (conteniendo suero
fetal bovino 1% y penicilina-estreptomicina 1%) para obtener 6000nM de péptido,
a partir de esta concentracion se realizd una dilucién para obtener 1000nM de
FAM-Ap1-42.

Asimismo, la concentracion final de DMSO fue 0.5%, debido a que

concentraciones altas a esta son citotoxicas causando alteraciones en los resultados.

Figura 15: Péptido FAM-Beta Amiloide 1-42

2.2. PREPARACION DE LA SOLUCION DEL SCRAMBLED FAM- Beta

Amiloider.s

El Scrambled FAM-Ap1.42, se adquirido del laboratorio ANASPEC, es un
péptido con los mismos aminoacidos que el FAM-4p1-42 pero ubicados en diferente
orden. El frasco &mbar en el que vino contenia 0.1mg de FAM-A4p1.42 el cual se
reconstituyé con 820uL de HFIP, se usé el sonicador (Symphoni™) por 5 minutos
para una mejor disolucion del péptido. Al igual que en la preparacién anterior, se
separd la solucion en alicuotas de 60pL y se evaporé el solvente a sequedad en un
equipo de evaporacion rotatorio (XCELVAP) (Figura 16). Obteniendo 1.5nmol de
péptido seco en cada alicuota.

Para la preparacion del péptido a una concentracion de 1000nM se reconstituyo
con 5ulL de DMSO y 995uL de MBS para obtener 1500nM de péptido. A partir de
ello se preparé el Scrambled FAM-4/1-42 1000nM.
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Figura 16: Equipo de evaporacion rotatorio XCELVAP

2.3. CULTIVO CELULAR

El proceso de cultivo celular se trabajo en una campana de flujo laminar en
condiciones asépticas (Alcohol 70%) para inhibir el crecimiento y proliferacion
microbiana.

Las células hepaticas (HepG2) se recepcionaron en el pasaje 21 y a partir de este
pasaje se generd uno nuevo; para lo cual, en la cabina de flujo, se desecho el medio
de cultivo del frasco en un recipiente aséptico y seguidamente con movimiento
ligero se enjuago 2 veces por un minuto con buffer fosfato salino estéril 1X (PBS)
a 37°C, el cual se desecho.

Luego, se agregd 5mL de Tripsina-EDTA (0.25% tripsina/0.53mM EDTA) y se
Ilevd a incubacion por 7 minutos a 37°C con 5% de CO., para desprender las
celulas adheridas a la base del frasco de cultivo. Posteriormente, el frasco se retird
de la incubadora y se le di6 un ligero golpe para desprender el total de las células.
Al estar las células desprendidas se agregé 10mL de MEM libre de suero (MLS)
(conteniendo Penicilina/Estreptomicina 1%) para detener la reaccion de la tripsina.
Esta solucion se trasladd a un tubo falcon de 50mL y se llevé a centrifugacion a
1000rpm por 5 minutos, el sobrenadante se decanto, obteniendo un pellet celular
(Figura 17).
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El pellet se resuspendié con 1ml de MEM completo (MC) (conteniendo suero
fetal bovino 10% Yy penicilina-estreptomicina 1%) y a partir de esta suspension se
realiz6 el conteo celular y un nuevo pasaje de acuerdo a la cantidad de células
contadas.

Para el nuevo pasaje se llevaron las células a un frasco de incubacién de 75mL,
agregandole 15 ml de MC e incubadas con 37°C con 5% de COa.

Para tener un crecimiento 6ptimo de las células, se cambi6 el medio de cultivo
con MC fresco cada 3 dias, con el fin de evitar la disminucion de nutrientes y muerte

celular, evidenciandose esta con la flotacion de las células.

Figura 17: Pellet de celulas HepG2

2.4. CONTEO CELULAR

El conteo celular es necesario para establecer una cantidad homogénea al
momento de sembrar en placas y realizar un nuevo pasaje. En el cual se debe tener
como minimo un 90% de células viables.

Para la realizacion de este ensayo, se usé el método de Azul de Tripan, que
principalmente se basa en la tincion de células muertas de color azul,
diferenciandola de células vivas que son las que no estan tefiidas, las cuales son las
contadas.

Este ensayo se empezd a partir de la suspension de células que se realiz6 al
momento de hacer un nuevo pasaje, para lo cual se mezclé 50uL de la suspension
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con 50uL de Azul de Tripan en un tubo eppendorf de 1mL; de esta suspension,
previamente homogenizada, se tomé 20 pL y se llevd a una cdmara de conteo de
viabilidad celular (Cellometer Auto T4) (Figura 18) programado previamente.
Finalmente, el equipo nos brind6 la cantidad de células y la viabilidad celular, y
a partir de ello se realizd nuevos pasajes celulares y sembrados de células en placas

(6 y 12 pocillos) con una cantidad homogénea en cada pocillo.

Figura 18: Equipo de conteo de viabilidad celular

2.5. VALIDACION DE LA EXPRESION DE LRP-1 EN CELULAS Hep-G2.

Para realizar la validacion de la expresion de LRP-1 en celulas Hep-G2 primero
se realiz6 un cultivo celular en 2 placas de 6 pocillos (Figura 19), a una
concentracion de 5 x 10°celulas / 2mL. Para obtener esta concentracion en cada uno

de los pocillos, a partir del conteo de células, se realizo una ecuacion de dilucion:

Ecuacion 1:
C1.V1i=C2V2
i 500000células
1.365.107 células. XmL = .30mL
2mL
X =0.549mL
x = 549ul

C1. concentracion de células viables en el pasaje celular.

V1: volumen requerido para alcanzar la nueva concentracion.
C2: concentracion de células del cultivo celular nuevo.

V2: volumen de la nueva concentracion.
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Este volumen se agregd en un tubo falcon y el volumen restante se completé con
MC. La solucion se homogenizd y se distribuyé en las placas (2mL por pocillo).
Para una homogenizacion se movid la placa en forma de 8 para evitar acumulacién
de celulas en el centro del pocillo. Luego se llevo a incubacion con 37°C con 5% de
CO..

Después de alcanzar ~ 80% de confluencia (después de 48h de incubacion),
cambiamos de medio a MEM con bajo suero (MBS) para la adaptacion de células y
disminucion de su proliferacion. Seguidamente se llevd a incubacion por 24h, y
luego se procedio a realizar la lisis celular para la determinacion de la expresion de
LRP-1 en células Hep-G2

Figura 19: Validacion de la expresion de células HepG2

M1, M2, M3, M4, M5: Células HepG2 normales

2.6. PREPARACION Y ADMINISTRACION DE SOLUCIONES PARA
TRATAMIENTO CELULAR: T0070907 Y BAFILOMICINA Al

2.6.1. PREPARACION DE T0070907

La droga T0O070907, a una concentracion de 4mM en DMSO al 100%, fue
proporcionada por el MCPHS, Boston.

Basandonos en el trabajo realizado por Rondoén Ortiz 133, MCPHS (2018),
se decidid trabajar a una concentracion de 10uM de T0070907. Para la

obtencion de esta concentracién se debe de tener en cuenta también la
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concentracion de DMSO, la cual debe ser menor o igual a 0.5%, debido a su
citotoxicidad.

Para obtener esta concentracion se realizo las siguientes ecuaciones de

dilucion:
Ecuacion 2:
C1.V1=C2V2
4000pM.XmL = 10uM. 14000uL
X =35uL

Ecuacion 3:
35—le 100 = %DMSO
14000mL

0.25% =%DMSO

C1. concentracion del T0O070907.

V1: volumen de la concentracion del T0070907.
C>: concentracion nueva del T007097.

V2: volumen de la nueva concentracion.

Por lo que 35uL de T0070907 4mM se colocaron en un tubo falcon y el
volumen restante se completé con MBS, para asi tener 10uM de T0070907
en 0.25% de DMSO.

Para el grupo control, se agregd 35 pL de DMSO al 100% en un tubo
falcon y se completd el volumen con MBS, teniendo al final una
concentracion de 0.25% de DMSO.

2.6.2. PREPARACION DE BAFILOCINA Al

Al igual que la droga T0070907, la Bafilomicina Al, con una
concentracion de 4uM en 100% de DMSO, fue proporcionada por MCPHS.

La preparacién de esta droga fue similar a la del T0070907, pero en este
caso se prepar6 una concentracion de 20nM, que luego se diluira a 10nM al
momento del tratamiento de las células.

Para obtener esta concentracién se realiz6 las siguientes ecuaciones de

dilucion:
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Ecuacion 4:

C1.V1=C2.V2
4000nM.XmL = 20nM.10000uL
X =50pL
Ecuacion 5:
50mL

- — 0
10000ML.lOO Y%DMSO

0.5% =%DMSO

C1. concentracion de la Bafilomicina Al.

V1: volumen de la concentracion de la Bafilomicina Al.
C.: concentracion nueva de la Bafilomicina Al.

V2: volumen de la nueva concentracion.

Por lo que 50uL de Bafilomicina Al 4uM se colocaron en un tubo falcon
y el volumen restante se complet6 con MBS, para asi tener 20nM de
Bafilomicina Al en 0.5% de DMSO.

Para el grupo control, se agregd 50 pL de DMSO al 100% en un tubo
falcon y se completé el volumen con MBS, teniendo al final una
concentracion de 0.5% de DMSO

2.6.3. ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO (T0070907) SOBRE LAS
CELULAS Hep-G2 (funcion sobre el LRP-1).

En este experimento se evalud la funcion del TO070907 (antagonista del
PPARY), sobre el receptor LPR-1 en células HepG2.

Para ello, se realizé un cultivo celular en 2 placas de 6 pocillos con una
concentracion 5 x 10° células/mL, las placas se dividieron a la mitad para
evaluar un control en cada una de ellas (Figura 20). Trascurrido las 48h de
incubacion se cambié de medio con MBS, para adaptar y disminuir el
crecimiento de las células.

A las 24 horas de incubacidn se elimin6 el medio de cultivo de las placas
y se afladio 1mL de T0070907 10uM (0.25% DMSO) a cada pocillo. Se
homogeniz6 cuidadosamente y se dejé la placa en incubacién con 37°C con
5% de CO2 por 24h.
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Con respecto a grupo control solo se agregé MBS con 0.25% de DMSO.

0.25%
DMSO en
MBS

B

Figura 20: Administracion de TO070907 en células HepG2.
A: células control. B: células tratadas con T0070907

2.6.4. ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO (T0070907) SOBRE LAS
CELULAS Hep-G2 PARA LA EVALUACION DE LA CAPTACION DE
Api42 A DIFERENTES TIEMPOS.

Para este proceso se realizo el cultivo celular en 6 placas de 12 pocillos
(Figura 21) con una concentracion de 12,5 x 10* células / mL, cada placa se
rotulé como 0Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h y 6h respectivamente.

Para afadir el tratamiento a cada placa se realiz6 el mismo
procedimiento especificado en el punto 2.6.3 de este capitulo,

posteriormente las placas se incubaron por 24h a 37°C con 5% de COx.

Figura 21: Placa de 12 pocillos para sembrado se células'4’
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Cada una de las placas se dividieron en 2, para tener un control en cada
una de ellas (Figura 22), a las cuales solo se les afiadi6 MBS con 0.25% de
DMSO.

Figura 22: Administracion de T0070907 en células HepG2 a diferentes
tiempos.

A'y B: células control. C y D: células tratadas con T0070907.

2.6.5. ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO (BAFILOMICINA A1)
SOBRE LAS CELULAS Hep-G2 (Ensayo Inmunocitoquimica (ICC))

En este ensayo se sembro en una placa para inmunocitoquimica, la placa
tiene 8 pocillos en forma cuadrangular cada una (Figura 23), en la cual se
sembraron células Hep-G2 a una concentracion de 2 x 10%celulas/pozo en
400pL de MBS. Se sembr6 en MBS para que el crecimiento y proliferacion
de las células sea lento, debido a que en este ensayo se necesitan pocas
celulas.

Para obtener una buena distribucion de las células se resuspendid
cuidadosamente al menos 10 veces.

Luego se llevo la placa a incubacion por 24h a 37°C con 5% de COo.
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Figura 23: Placa para inmunocitoquimica

Al cumplirse las 24h, se procedié a administrar el tratamiento con
Bafilomicina Al a las células de los dos ultimos pocillos, para lo cual,
primero se elimind el MBS de toda la placa, luego se agregé MBS a los 3
primeros pares de pocillos y a los dos ultimos se agregd 200uL de
Bafilomicina Al a una concentracion de 20nM (Figura 24). Finalmente, la

placa se llevd a incubacion a 37°C con 5% de CO2 por 3h.

A B C D
- <
0.5% DMso Il 0.5% pmsollll 0.5% Dmso
1 en MBS en MBS en MBS BAF 20nM
~ <
o || 05% omsoffll 0.5% pmsof|f 0.5% bmso
en MBS en MBS en MBS BAF20n

Figura 24: Administracion de Bafilomicina Al en células HepG2.

A, By C: células con MBS. D: células tratadas con Bafilomicina Al.
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2.7. ADICION DEL FAM-Ap1.-4.

Luego del tratamiento a las células, se procedio a administrar el péptido FAM-

Ap1-42. Anteriormente preparamos dicho péptido, que estaba a una concentracion

de 6000nM vy a partir de esta solucidn stock se procedio a preparar la concentracion

de 1000nM.

2.7.1. ADICION DEL FAM-Ap1.42 A LAS CELULAS TRATADAS CON

T0070907.

Las células tratadas con TO070907 en placas de 12 pocillos, rotuladas como

0Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h y 6h, estaban en incubacion por 24h.

Previo a la adicion del péptido, media hora antes de que se cumpla el tiempo

de incubacidn, se procedio a la preparacion de 25mL de FAM-A4p1.42 a una
concentracion de 1000nM a partir de la alicuota de 6000nM.

0.5%

1 DMSO en

DMSO en

0.5%

CONTROL

T0070907

Figura 25: Administracion de AB1-42 en células HepG2 tratadas con

T0070907
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Al cumplirse el tiempo de 24h, se procedié a eliminar el medio de las placas
y luego cuidadosamente se afiadié 1mL de péptido a cada pocillo de las 6
placas. Por dltimo, se dejaron en incubacion de acuerdo al tiempo
correspondiente para cada placa.

A la placa de Oh no se le agreg0 el péptido y de frente se procedio a su lisis
celular, la cual también sirvié como un grupo control.

A los pocillos de cada placa que son los grupos control solo se afiadié 1mL
de MBS con 0.5% de DMSO. (Figura 25)

2.7.2. ADICION DE FAM-Ap142 A LAS CELULAS TRATADAS CON
BAFILOMICINA Al (ICC)

Luego del tratamiento de las células en la placa para ICC, se procedid
agregar el péptido FAM-Api142, para ello, media hora antes de ser
administrada a las células se preparé el péptido a una concentracion de
2000nM a partir de la alicuota de 6000nM.

En este ensayo no se elimind el MBS ni la Bafilomicina de los pocillos, para
no causar estrés a las células y diluir la concentracion de péptido y
Bafolomicina.

A los pocillos control se agregd 200pL de 0.5% de DMSO en MBS, a los
dos siguientes se agregaron 200uL de scrambled de 2000nM, a los otros dos
se afiadieron 200pL de FAM-4p142 de 2000nM y a los pocillos que se
administré Bafilomicina Al, se agregaron 200uL de péptido de 2000nM (en
la Figura 26 podemos ver el esquema de trabajo). Al finalizar se obtuvo una
concentracion final de 1000nM de péptido y 10nM de Bafilomicina Al.

Posteriormente dejamos la placa en incubacion por una hora para luego
preparar a las células que seran vistas y fotografiadas por el microscopio de

Fluorescencia.
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0.5% DMSO FAM- FAM-
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1 en MBS AB1-42 AB1-42
- - | 4
2 0'5%5 EASS © Scrambled FAM- FAM-
en AB1-42 AB1-a2

Figura 26: Administracion de Scrambled-Ap1-42 y AB1-42 a células HepG2

2.8. EVALUACION DE ESPECIFICIDAD DEL LRP-1 CON EL SCRAMBLE
FAM-ApB1-42.

El scrambled FAM-4p1.42, como se menciond anteriormente, tiene la misma
configuracion del FAM-Ap1.42 pero con la diferencia que este tiene un diferente
orden de aminoacidos que lo componen. Por ello en este ensayo es usado para
evaluar la especificidad del receptor LRP-1 para con el péptido 4f1-42.

Para esta evaluacion, primero se sembraron células en tres placas de 12 pocillos,
de los cuales solo se usaron 9 (Figura 27), a una concentracion de 12,5 x 10* células
/mL. Al pasar 48h de haber sido incubadas se cambi6 el medio por MBS para
adaptarlas por 24h.

Previo a la adicién del Scrambled, media hora antes de pasar 24h de incubacion,
se procedid a la preparacion de 10mL de Scrambled Af1.42 y péptido Af1-42 @ una
concentracion de 1000nM cada una, a partir de las alicuotas de 1500nM y 6000nM
respectivamente. Al pasar las 24h de incubacion se procedié afadir el Scramble
FAM-Ap1-42, a tres pozos (1mL/pozo), FAM-4p1-42 a los siguientes tres pozos y la
Gltima fila se analiz6 como control a la cual solo se agregaron 0.5% de DMSO en
MBS.
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A B
FAM- 0.5%
1 Scrambled AB1.42 DMSO en

Figura 27: Administracion de Scrambled- AB1-42 y AB1-42 a células HepG2.

A: células con Scrambled. B: células con FAM-A4f1.42. C: células control

2.9. LISIS CELULAR

La lisis celular se lleva a cabo con el fin de extraer las proteinas, acidos nucleicos,
etc. que se encuentran dentro de la célula, para posteriormente llevarlos a analisis.
Existen diferentes métodos de lisis celular, pero el fundamento principal es el
rompimiento de la capa bi-lipidica de la membrana celular.

En este proceso se uso el reactivo de extraccion de proteinas de mamifero (M-
PER) (Thermo Scientific), que contiene un detergente suave (patentado en tampdn
de bicina 25 mM (pH 7,6)) no desnaturalizante capaz de extraer y solubilizar
proteinas.

Para llevar a cabo este ensayo, primero se elimind los medios de las placas
sembradas y se lavaron las células con PBS frio tres veces. Luego, se afiadid M-
PER, que fue preparado previamente con EDTA e inhibidores de la proteasa, estos
reactivos se afiadieron de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Al estar las células presentes con el Buffer se realiz6 el scrapping para
desprenderlas del fondo de cada pocillo. Las células de cada pocillo se pusieron en
tubos eppendorf que seguidamente se centrifugaron a 14000 r.p.m por 7 minutos,
luego se separd el sobrenadante del pellet los que posteriormente fueron analizados.
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2.9.1. EXTRACCION DE LRP-1 DE LA MEMBRANA CELULAR.

Este es un proceso de lisis celular diferente, donde se separaron las proteinas
de membrana de las proteinas del citosol. En el cual usamos el buffer de lisis
MEM-PER, que esté constituido por dos tipos de Buffers (Buffer 1° y 2°),
donde el buffer 1° separa las proteinas del citosol y el Buffer 2° separa las
proteinas de membrana. Para iniciar este proceso primero se prepararon los
buffers, donde se mezcl6 50uL de EDTA y 50uL de inhibidores con 5mL de
buffer (esto se realiz6 para cada buffer por separado).

Se empez0 raspando la placa para separar las células del fondo. EI medio y
las células se llevaron a un tubo falcon y se centrifugaron a 500 r.p.m por
5min, luego se elimind el sobrenadante y el pellet se lavd con 3mL de la
solucidon de lavado MEM-PER, esta solucidn se llevé a centrifugacion a 1000
r.p.m por 10min.

Se decanto el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 1mL de solucion
de lavado MEMPER vy se llevo a un tubo eppendorf para ser centrifugado
nuevamente a 1000r.p.m por 5min, luego se decant6 el sobrenadante y se
agrego 750uL del buffer 1° para resuspender el pellet, se mezclé bien y se
Ilevé a incubacion por 10min a 4°C.

Pasado este tiempo centrifugamos la suspension a 1000r.p.m por 5min. El
sobrenadante se separ6 y se guardd en otro tubo eppendorf, etiquetado como
proteinas del citosol.

El pellet se resuspendié con 500uL del Buffer 2° y se incubd por 30min a
4°C. Luego, se centrifugoé por dltima vez a 1000r.p.m por 5min y finalmente
se separd las proteinas de membrana que estaban en el sobrenadante a un tubo
eppendorf.

2.10. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LRP-1

2.10.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS (BCA)

El proceso de cuantificacion de proteinas, usando el &cido bicincinamico
(BCA), se realiz6 previamente al realizar un Western Blot para poder calcular
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la cantidad de volumen de muestra que se usara para la corrida electroforética,

dependiendo de la concentracion de proteinas totales presentes en las células.

2.10.1.1. CURVA DE CALIBRACION

En cada proceso realizamos una curva de calibracion, para lo cual
primero se prepard una solucion stock de albumina de suero bovino a
2mg/mL diluido en Buffer de Fosfato Salino (PBS) 1X. A partir de
esta solucién stock se prepararon las soluciones estandares a
diferentes concentraciones (0, 125, 250, 500, 1000 y 2000ug/mL) con
las cuales se realizé la curva de calibracidn. Luego, estas soluciones
se colocaron en una placa de 92 pocillos (20uL/pocillo).

Previo a la medicion se prepar6 el reactivo de trabajo que
conformaban dos soluciones (A y B) en una relacion (50:1), esta
solucion se afadio a cada pocillo (200uL/pocillo) relacion (1:100). La
placa se incub6é con movimiento leve por 30s a una temperatura de

37°C, para posteriormente realizar su lectura en el espectrometro.

2.10.1.2. MUESTRA

Con el sobrenadante obtenido de la lisis celular, se prepararon
soluciones diluidas con PBS 1X en una relacion de o (1:10). Este
proceso se realizo a las diferentes muestras tratadas y de control.

Al igual como con las soluciones estandares, se agregd 200uL del
reactivo de trabajo a cada pocillo y se dejo en incubacion y

movimiento leve por 30s, para luego ser leidas por el espectrometro.

En cada proceso se realizé la medida de la curva de calibracion como la medida

de las muestras.

2.10.2. WESTERN BLOT

A partir de la concentracion de proteinas totales presentes en las células,

obtenida en el BCA, se realizaron calculos para hallar la cantidad de volumen
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de muestra que se requiere para la preparacion de la mezcla: muestra, PBS
1X y agente reductor (SDS) 4X, dando un volumen final de 100uL en un tubo
eppendorf. Posteriormente se incubo la mezcla entre 95-97°C por 5 minutos
para la desnaturalizacion de las proteinas.

2.10.2.1. ELECTROFORESIS

En la camara de electroforesis (Figura 28) fue colocado el Gel
SDS-PAGE 7.5% (Gel de poliacrilamida), a dicha cdmara se vertio
500mL de Buffer de corrida 1X (Tris-Glicine SDS Buffer).

Luego de que las muestras estuvieran en incubacion por 5 minutos
se procedio a cargar de 40 a 50 uL de mezcla en los pocillos del gel
SDS-PAGE, de acuerdo a la concentracién de proteinas que se obtuvo
anteriormente. Conjuntamente con las mezclas, en un pocillo aparte,
se coloco 5uL de marcador de peso molecular (LADDER). Cerramos
la camara con los electrodos correspondientes y se dejo correr las

muestras a 125 V durante 50 minutos. Obteniéndose asi la separacion

asi las proteinas por su peso molecular.

Buffer de
corrida

Figura 28: Camara de Electroforesis vertical.*#
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2.10.2.2. ELECTROTRANSFERENCIA

Esta técnica es usada para transferir las proteinas del Gel SDS-
PAGE a una membrana de nitrocelulosa. Para lo cual, al finalizar la
corrida electroforética, cuidadosamente se saco el gel de la cdmara
para hacer un sandwich (papel filtro, gel, membrana, papel filtro)
sumergidos en buffer de transferencia, el sandwich se coloco en un
sistema de transferencia (Trans-Blot® Turbo™) con el lado de la
membrana hacia abajo y con ayuda de un rodillo se sacaron las

burbujas. El sistema se programo a 1.3A, 25V por 7 minutos. (Figura
29)

Buffer de Transferencia

Cétodo (+)

Papel flltro

Gel

Membrana de nltrocelulosa—D

Papel filtro —

t s Anodo (-) Membrana (con
proteinas transferidas)

£

Figura 29: Electrotransferencia de proteinas!*®

2.10.2.3. DETECCION DE PROTEINAS

Al realizar la electroforesis, se procedid a trabajar con la
membrana, la cual se colocd en un pequefio casete, se lavo con PBS
1Xy se tifio con Rojo Ponceau para ver si las muestras corrieron bien.
(Figura 30).

Luego, se lavo 3 veces con PBS 1X y se agregd leche al 5%,
dejandose en rotacion por 1 hora a temperatura ambiente, esto se
realiz6 para bloquear la membrana y evitar uniones inespecificas del

anticuerpo primario. Pasado el tiempo de bloqueo se agrego el anti-
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LRP-1 (Rabbit mAb anti LRP-1), el cual fue preparado previamente
con leche en una relacion (1:10000), se dejé en incubacion a 4°C por
12 horas.

Figura 30: Membrana de nitrocelulosa tefiida con Rojo Ponceau

Pasada las 12h, se decantd el anticuerpo y se lavé la membrana con
TBS-t 1X 3 veces por 5min cada una. Terminado esto, se adiciond el
anticuerpo secundario (Goat pAb anti-rabbit), el cual se prepar6
previamente con leche en una relacion (1:2000). Se dejé en rotacién
el casete a temperatura ambiente durante 1 hora.

Al pasar la hora se decant6 el anticuerpo y se lavd la membrana
con TBS-t 1X 3 veces por 5min cada una, seguidamente se afiadio el
luminol, el sustrato, que fue preparado con peroxidasa en una relacion
(1:1), se dejo en rotacion por 5min y luego se procedio a leer la
membrana en el Escaner Blotting (C-Blot DiGit®) (Figura 31)

Como control se uso la beta-actina, que ayuda a determinar si las
muestras se han cargado por igual en todos los pocillos y confirma la
transferencia efectiva de proteinas durante la transferencia de Western
Blot, para ello, luego de ser leida la membrana, esta se retird del
scanner, se elimind el sustrato y se lavé con TBS-t. Luego de esto se
agregd el anti-b-actin, que fue previamente diluido con leche
(1:10000), se dejo en reposo por 1h. Al finalizar se afiadio el sustrato

y se leyd en el scanner.
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Para la evaluacion de la expresion del receptor LRP-1 las muestras
se analizaron por western blot, y las imagenes se procesaron a través

del programa Image Studio Lite version 5.2.

snnnw
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snnmn

Figura 31: Escaner Blotting (C-Blot Digit®)

2.11. CAPTACION DEL PEPTIDO FAM-Ap1-42 POR EL LRP-1.

2.11.1. CAPTACION DEL PEPTIDO FAM-A4p1.42 POR EL LRP-1
MEDIANTE EL ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA

El péptido Ap1-42 al estar unido con la molécula de 5,6 carboxifluoresceina
absorbe y emite fluorescencia a 494nm y 521nm respectivamente, la cual sera
medida usando el ensayo Fluorescencia. Para este proceso el lisado de las
células se realiz6 en tubos eppendorf color &mbar y en un ambiente oscuro,
para evitar que el fluoroforo de la muestra emita fluorescencia y de un falso
positivo. EIl sobrenadante se separ6 del lisado celular, del cual se tomaron
200uL de cada muestra para ser colocadas en pocillos de una placa oscura
(Figura 32), que luego se llevo al lector multimodal de microplacas para la
medicion de la fluorescencia.
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Figura 32: Placa oscura para fluorescencia

Este método se realizo para la determinacion de la cantidad de péptido
internalizado en células Hep-G2.

2.11.2. CAPTACION DEL PEPTIDO FAM-A4p1.42 POR EL LRP-1
MEDIANTE ICC (ENSAYO DE INMUNOCITOQUIMICA)

El método de ICC como se menciond anteriormente, es un método para

diagndstico, mediante la tincién de la unién antigeno-anticuerpo ademas del
nucleo de las células.

Control Scrambled FAM-AB:.- BAF+AB1.2»
3 rs
0.5% DMSO FAM- FAM-
1 en LSM SO AB1-42 AB1-42
s éa
0.5% DMSO FAM- FAM-
2 oy Scrambled ABrso AL

Figura 33: Fijacion con Metanol y Paraformaldehido

1: Metanol, 2: Paraformaldehido
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El primer lugar, como primer paso a las células sembradas y tratadas se
les realizo la fijacion con 400 wL de para-formaldehido 4% (PAF) y metanol
(MeOH), estos se dejaron en reposo por 15 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se lavaron las células con 5mL de PBS frio por tres veces,
cuidadosamente. Seguido a ello, las células se permeabilizaron con 400 ul
de 0.1 Triton-X en PBS por 10 minutos. (Figura 33)

Como segundo paso se realizd el bloqueo que es para evitar la
interferencia de receptores inespecificos. Para ello, se lavd las células 3 veces
con 5mL de PBS cuidadosamente y luego se bloguearon con 200uL de buffer
de bloqueo (4% Albumina, 10% goat serum, 0.3 M glicina en PBS-T) por 1
hora a temperatura ambiente.

Como tercer paso, se realizo la inmunotincion, donde se diluyo el
anticuerpo del LRP-1 a una concentracion de 1:100 en 1%Albumina/PBS-T.
Luego de lavar otra vez con 5mL de PBS, se afiadio a las células 200 uL del
preparado del anticuerpo y se cubri6 con parafilm dejandolo en incubacion a
4°C por 12 horas.

Después de la incubacion, se lavaron las células con 5mL de PBS y se
adicionaron 200puL de la solucién del segundo anticuerpo (Alexa-fluor 488),
que fue preparada previamente con 1% BSA/PBS-T en una relacién 1:400.
Se dejo la placa a temperatura ambiente cubriéndose con parafilm en

oscuridad por 1 hora.

Quoianu

FLUORESCENT

MICROSCOPES.

Figura 34: Microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600)
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Finalmente, como ultimo paso se realizo la contra coloracion, donde se
removié el anticuerpo y se lavo tres veces con PBS para afiadir el DAPI;
cubrimos la placa con una lamina sellando los bordes con pintaufias y luego
poder leerlo en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600) (Figura
34).

2.11.3.ESPECIFICIDAD DEL PEPTIDO FAM-Af:.42 POR EL LRP-1
MEDIANTE EL ENSAYO DE ELISA

Para comenzar este ensayo, se realizé la dilucion del estandar de ABi1-42
Humano, por consiguiente, se reconstituyo este a 1ug/mL con el buffer de
dilucion estandar. A partir de este se realizo las diferentes diluciones (1000,
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 y Opg/mL) con buffer de solucion estandar

como muestra en el diagrama, mezclando generosamente entre cada paso.

100 pL 100pL  200pL  300pL 300l 300pL  300pL 300l 300pL

= 2 = =

b / Ny ~
Vol d
dluyents  J00ML  900uL  1,800uL  300uL  300uL  300uL  300pL  300uL  300pL 300 uL
Std1 Std2 Std3 Stdé Stds Stdé Std7 Stdo
1 pg/mL 100,000 pg/mL 10,000 pg/mL 1,000 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62.5 pgfmL 31.25 pg/mL 15.63 pg/mL 0pg/mL

Fuente: Human Ap42 ELISA Kit Product Information Sheet

Hecho esto se procedio a realizar el ELISA, en el cual primero se agrego
50uL de standard, muestra y control (por triplicado) en diferentes pocillos de
la placa que contiene el anticuerpo especifico de ABi-42. Luego, se agrego
50uL de Anticuerpo AB1-22 humano de deteccidn a cada pocillo, se cubri6 la
placa con una cubierta adhesiva y se dej6 en incubacion y movimiento leve a
temperatura ambiente por 3 horas. Pasado este tiempo, se aspird la solucion
y se lavé los pocillos 4 veces con Buffer de lavado 1X.
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Seguidamente se agregaron 100uL de Anticuerpo de Conejo IgG
Horseradish Peroxidase (HRP) a cada pocillo, que se prepard previamente
(10pL Anti-Rabbit IgG HRP (100X) en 1mL de diluente de HRP).Se cubrid
la placa con adhesivo y se dejo en incubacion por 30min a temperatura
ambiente. Luego de este tiempo se aspiro la solucion y se lavo los pocillos 4
veces con Buffer de lavado 1X.

Al terminar el lavado, se agregé 100uL del cromdgeno a cada pocillo
(Tetrametilbencidina (TMB)), la solucién cambio a azul. Luego se incubé a
temperatura ambiente en oscuridad por 30min.

Finalmente, se afiadio 100uL de solucion de pare a cada pocillo, se cubrio
la placa, se mezcl6 y la solucion cambio de color azul a amarillo. En el
diagrama podemos observar el proceso de ELISA que se realizo.

Las absorbancias de los estandares, muestras y controles se leyeron a

450nm en un espectrofotometro.

Anticuerpo de & ’ Anticuerpo HRP Anticuerpo
captura Antigeno detector secundario

Union del antigeno y Adicién del HRP 3 Adicion del Adicion de la
anticuerpo detector IgG cromogeno solucion de pare

M K P

Fuente: Human Ap42 ELISA Kit Product Information Sheet

2.12. PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Los resultados se expresaron como Media +SEM. Para los procesos de
significancia estadistica se usaron el T-test no pareado y el Analisis de varianza
ANOVA de una sola via con el test de Dunnet para realizar las comparaciones
multiples, a una p<0,05. El programa estadistico utilizado para el analisis de la base
de datos y elaboracién del registro fue GraphPad Prism 6 XML.
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1. CULTIVO CELULAR

Las células de cancer de higado (HepG2, ATCC) se cultivaron en frascos con MC a
partir del pasaje 21 e incubadas a 37°C con 5% de CO., diariamente se observaron en
el microscopio invertido (Olympus), objetivo 40X, para controlar el crecimiento 6ptimo
de las células.

Cada vez que se observaba un cambio de coloracion del medio (de rojo a naranja),
el medio se desechaba y se cambiaba con MC fresco, para evitar la disminucién de
nutrientes y acumulacién de desechos que afectan el crecimiento 6ptimo de las células,
este proceso se realizaba de preferencia cada tres dias. En el caso de no cambiar el

medio, las células morian formando acumulaciones flotantes. (Clasters). (Figura 35)

Figura 35: Células de cancer de higado (HepG2) muertas, flotando y formando

clasters, vista capturada por el microscopio invertido (Olympus)

También se observé y control6 la confluencia celular (cantidad de células adheridas
a la superficie de frasco) y cuando se evidenciaba una confluencia mayor al 90% se
realizaba un nuevo pasaje.

Antes de realizar nuevos pasajes y poder proceder al desarrollo del estudio se realizo
el conteo celular, en el cual se pudo observar que hubo un dptimo desarrollo de la linea
celular (Figura 36) con una viabilidad del 97.24% y una cantidad de células promedio
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de 9.01 x 10°. Esto debido a las condiciones adecuadas que se brind6 a las células,
ademas del uso de MEM Completo conteniendo 10% de suero fetal bovino lo que

permitio el rapido crecimiento de las células.

Figura 36: Células de cancer de higado (HepG2, ATCC) al tercer dia de
sembradas, con una confluencia mas del 90%, vista capturada por el microscopio

invertido (Olympus)

2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion se realizé en el lector de microplatos Synergy a una longitud de
onda de 562nm por triplicado. Como se menciono en el capitulo de materiales y
métodos se utilizaron 5 estandares de albumina y un blanco para la realizar la curva de
calibracion. Con la media de las absorbancias obtenidas se realiz6 la curva de
calibracion (Figura 37). Las absorbancias netas se pueden observar en el ANEXO |

Una vez obtenida la curva de calibracion se realizé la medida de las absorbancias de
las muestras, la media de estas se reemplazo en la ecuacién 6, obtenida de la curva de
calibracién, para obtener la concentracion de proteinas totales presentes en las células
HepG2.

Ecuacion 6:
y = 0.0004x + 0.0136
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y =0.0004x + 0.0136
R*=0.9994
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Figura 37: Curva de Calibracién de Albumina de Suero Bovino

El color purpura formado (Figura 38) es producto de la quelacion de las dos
moléculas del BCA con el ion cuproso, las cuales daran una absorbancia que sera
medida a 562nm. En base a la curva de calibracion se a calculé la cantidad de proteina

existente en cada muestra.

ALBUMINA MUESTRA

Figura 38: Pocillos con concentraciones de albimina de 0, 125, 250, 500, 1000 y
2000pg/mL y muestra, por triplicado para la curva de calibracion y cuantificacion de
proteinas.
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3. VALIDACION DE LA EXPRESION DE LRP-1 EN CELULAS HepG2

Tal como se indico en el capitulo de materiales y métodos, para la validacion de la
expresion de LRP-1 se realizd la cuantificacion de proteinas mediante BCA y
posteriormente Western Blot.

Luego de realizar la curva de calibracion, se realizé la medida de las absorbancias de
las muestras en el microplate synergy. A partir de la media de estas, se realizo la
cuantificacion de proteinas totales presentes en las células HepG2 mediante una
extrapolacion de los datos de la curva de calibracion realizada con albumina (Figura 37),
las absorbancias netas y concentraciones calculadas se pueden observar en el ANEXO
TRVALIN

Con la concentracion de proteinas calculada, se procedi6 a realizar calculos para
determinar el volumen de muestra a usar en la mezcla de 100mL (SDS, PBS 1X y
muestra), de los cuales se tomaron 40 puL (con una concentracion de 10 g de proteinas)
que se colocaron en los pozos de gel para el Western Blot..

Luego de ser leida la membrana en el scanner LI-COR, se obtuvo la densitometria
de las bandas del LRP-1 (85 kDa) y B-Actina (41kDa) (Figura 39) las cuales se pueden
observar en el ANEXO 1V, de acuerdo a la media FC obtenido (Tabla 6).

Con la densitometria de bandas obtenida se realizo el gréafico y calculos estadisticos
(Figura 40). La primera muestra se tomé como un control, para la comparacion con las
demas.

En la Figura 40 se verifico la existencia del receptor LRP-1 en las células HepG2, y
comparandolo con el marcador de peso molecular (LADDER) usado, se observo que la
fraccion de receptor de 85kDa es la identificada. Ademas, también se confirma que no
hay diferencia significativa entre ellas teniendo un p >0.05 y se comprueba la cantidad
de receptor existente en las células HepG2.

Ladder

Control M1 M5

LRP1
o ---.I-
p-actin

(41 kDa) ----ﬂ—

Figura 39: Bandas de LRP-1 en células HepG2. Western Blot.
Control, M1, M2, M3, M4, M5: células HepG2 normales.
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Tabla 6: Niveles de LRP-1 expresados en células HepG2

CONTROL M1 M 2 M 3 M4 M 5
Promedio 1.00000 | 1.02183 | 1.04040 | 1.00812 | 0.99716 | 0.90545
Desviacion Estandar | ----------- 0.09564 | 0.14757 | 0.05592 | 0.08566 | 0.15381

Fuente: Elaboracion propia

1.5+
—
o
@
= 1.04
[¢b)
o
c
°
»n -
o ovs
o
X
w
0.0 -
3 N 1 % ™ %
Q\\° < 3 < < <
OO

MUESTRAS

Figura 40: Niveles de expresion del LRP-1 en células HepG2. Control, M1, M2, M3,
M4, M5: células HepG2 normales. Los céalculos estadisticos se realizaron en el
programa Graph Pad Prism 6 (ns = p>0.05 n= 3)

En el marco tedrico se hablo acerca del LRP-1 donde nos dice se expresa en diversas
células, tales como hepatocitos, fibroblastos, células de musculo liso, neuronas, células
gliales y astrocitos.®®

Un estudio realizado por Jae Hoon Moon y colaboradores acerca de la regulacién
positiva de LRP-1 hepética por rosiglitazona''®, asi como también un estudio de
regulacion de LRP1 como mecanismo de actividad antiaterogenica®*, fueron realizados
en lineas celulares HepG2 demostrando la presencia del receptor en células hepaticas
G2.
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4. EXPRESION DEL LRP1 DESPUES DEL ANTAGONISMO DEL PPARY.

Mediante el método de cuantificacion de proteinas, obtuvimos las absorbancias de
las muestras, de las cuales a partir de su extrapolacion se obtuvo la concentracion de
proteinas totales presentes en las células HepG2, las absorbancias y concentraciones
netas las podemos observar en el ANEXO Vy VI.

Luego de realizar los célculos para el volumen de muestra que se uso en el Western
Blot, y ser leida la membrana por el scanner LI-COR, se obtuvieron la densitometria de
las bandas del LRP-1 (85 kDa) y B-Actina (41 kDa) (Figura 41) las cuales se pueden
observar en el ANEXO VII, de acuerdo a la media FC obtenido (Tabla 7).

Con la densitometria de bandas obtenida, se procedio a realizar el grafico y célculos
estadisticos (Figura 42). Las células control se consideraron en relacion a 1, para luego
comparar si hay disminucién o aumento de la expresion de LRP-1 en células tratadas
con TO070907 por 24h.

Como resultado en este proceso en la Figura 42 se ve que hay diferencia significativa
(p < 0.0001) entre las celulas tratadas y las células control. Se demuestra que la droga
T0070907 a una concentracion de 10uM, disminuye considerablemente la expresion de
LRP-1 en células HepG2.

Control T0070907 10nM
— ».
T T
B-actin

Figura 41: Bandas de LRP-1 en células HepG2 tratadas con T0O070907. Western
Blot

LRP1
(85 kDa)

Tabla 7: Niveles de LRP-1 expresados en células HepG2

CONTROL T0070907
Promedio 1.00000 0.23562

Desviacion Estandar 0.17772 0.02595
Fuente: Elaboracion propia
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1.57

LRP1/p-actin
(Expresion Relativa)

Control T0070907 (10uM)

Figura 42: Niveles de expresion del LRP-1 en células HepG2 control y tratadas con
T0070907. Se realizo un T-test no pareado como analisis estadistico realizado en el
programa Graph Pad Prism 6. (**** p < 0.0001; n=3)

Los PPAR son factores transcripcionales activados por ligandos que influyen en la
expresion o la actividad de diversos genes que afectan los procesos, incluida la
homeostasis de la glucosa, el metabolismo energético y la inflamacion. Por lo tanto, se
ha informado que los agonistas de PPAR proporcionan efectos neuroprotectores contra
enfermedades neurodegenerativas, que incluyen EA y EP.1®

Dentro de los PPARs, el PPARYy tiene un papel fundamental en la regulacion del
LRP-1 debido a la presencia del elemento de respuesta del proliferador de peroxisoma
(PPRE) en la region promotora de LRP1.1Y

En el capitulo del marco tedrico se da a conocer la droga T0070907, un antagonista
del PPARy. Un estudio sobre la Rosiglitazona para facilitar la degradacion lisosomal del
LRP-1 en células HepG2 realizado por el Magister Alejandro Rondén Ortiz** en el
mismo laboratorio, comprueba y sustenta que el T0070907 a una concentracion de 10uM

disminuye la expresion de LRP-1 en células HepG2.
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5. CAPTACION DEL PEPTIDO FAM-AB1.42.

5.1.CAPTACION DE FAM-A4f1.4> A DIFERENTES TIEMPOS TRATADAS
CON T0070907

Luego de ser probada el efecto del TO070907 de disminucion de la expresion del
LRP-1 en células hepaticas, se procedio a realizar la medida de la captacion de
FAM-A4p1-42 en células HepG2 que fueron tratadas con la droga por 24h.

El 4B1.42 al estar unido a la molécula de FAM, absorbe y emite fluorescencia a
494nm y 521nm respectivamente, que fue medida usando la técnica de
Espectrometria de Fluorescencia.

Al ser leida la placa en el lector multimodal de microplacas, se obtuvieron las
unidades de fluorescencia relativa (RFU) del peptido FAM-Ap1-42 presente en los
200uL (ANEXO VIII) que pertenecen a los tiempos de Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h 'y 6h de
las células control y tratadas con T0070907.

Luego de obtener las RFU, se procedio a realizar la cuantificacion de proteinas, y
con las absorbancias proporcionadas se realizd una extrapolacién de datos para el
calculo de la concentracién media de proteinas totales presentes en los 200uL de
muestra, las concentraciones y absorbancias netas se observan en el ANEXO IX y
X.

Con la concentracion de proteinas calculada, se procedio a realizar calculos para
hallar la cantidad de fluorescencia emitida que hay en un miligramo de proteina,
para luego hacer una relacion entre el péptido y la cantidad de proteina total presente
en las células HepG2. Las RFU por miligramo de proteina neta se pueden ver en el
ANEXO XI.

En la Figura 43 se ilustra que las células que se trataron con T0070907, tienen
mayor captacion de péptido que el control en cada tiempo, un resultado contrario a
lo esperado. Como se observo en el proceso anterior, se comprobd que la droga
T0070907 si disminuye considerablemente el receptor implicado para la captacion
del péptido Ap1-42, pero a pesar de ello hubo mayor captacion en las células tratadas.

Debido a este resultado se decidio realizar una evaluacion de la cantidad de
receptor LRP-1 presentes en la membrana y el citosol de células HepG2 tratadas
con T0O070907, para evaluar la causa del resultado contrario a lo esperado.
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Se realiz6 un T-test a cada punto de tiempo donde todos tienen un p < 0.05 a
excepcion del tiempo de 6h donde no hubo diferencia significativa entre el control

y células tratadas.

103 -8—- CONTROL

-k- T0070907 (10uM)

L0

RFU/mg proteina

TIEMPO

Figura 43: Captacion de AP1-42 por el LRP-1 a diferentes tiempos. Se realizé un
T-test no pareado como anélisis estadistico realizado en el programa Graph Pad
Prism 6. (* p<0.05, ** p<0.01, n=3)

5.1.1. EXPRESION DE LRP-1

Mediante el BCA se obtuvieron las absorbancias de las muestras, de las
cuales a partir de su extrapolacion se obtuvo la concentracion de proteinas
totales presentes en las células HepG2, las concentraciones y absorbancias
netas las podemos observar en el ANEXO IX y X. Con estos datos
procedimos al calculo de volumen de muestra que se usé para el desarrollo
del Western Blot.

Después de ser leida la membrana, se obtuvieron la densitometria de bandas
de LRP-1 (85 kDa) y B (41 kDa) (Figura 44), las cuales se pueden observar
en el ANEXO XIl, de acuerdo a la media FC obtenido (Tabla 8). Las células
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control se consideraron en relacién a 1, pudiendo asi comparar si hay
disminucion o aumento de la expresion de LRP-1 en células tratadas con
T0070907 en los tiempos de Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h y 6h.

Como observamos en la Figura 45, las células tratadas de Oh, 1h, 2h, 4h'y
6h presentan una disminucion significativa del receptor LRP-1 en
comparacion al control. En cambio, el tiempo de 0.5h no presenta diferencia
significativa.

Con este resultado se comprobd que la droga si disminuyo la expresion del
receptor LRP-1 en las células HepG2, pero a la vez hubo el cuestionamiento
del porque hubo méas péptido en las células tratadas. Debido a ello, se
procedié a evaluar la expresion del receptor LRP-1 en la membrana y en el
citosol, y ver qué fue lo que paso en las células.

Control T0070907 10pM Control T0070907 10nM

t(horas)  onh 05h 1h Oh 05h 1h 2h 4h 6h 2h 4h 6h

LRP1
(85 kDa)

o e

B-actin

Figura 44: Bandas de LRP-1 en células HepG2 tratadas con T0070907 a
diferentes tiempos. Western Blot

Tabla 8: Niveles de LRP-1 expresados en células HepG2

Control T0070907

Promedio D.E Promedio D.E

Oh 1.000 0.000 0.158 0.046
30min 1.000 0.000 0.823 0.086
1h 1.000 0.000 0.466 0.156
2h 1.000 0.000 0.592 0.077
4h 1.000 0.000 0.408 0.090
6h 1.000 0.000 0.360 0.072

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 45: Niveles de expresion de LRP-1 en células HepG2 control y tratadas
con T0O070907. Se realizé un T-test no pareado como analisis estadistico

realizado en el programa Graph Pad Prism 6. (* p<0.05 ** p<0.01, n=3)

5.1.2. EXPRESION DE LRP-1 EN MEMBRANA Y EN CITOSOL

Dado el resultado anterior, se decidié evaluar el efecto que tiene el
T0070907 para con el receptor LRP-1 en membrana y citosol de células
HepG2. Para ello se usé un buffer distinto (MEM-PER). Al tener las proteinas
de membrana y de citosol, se llevaron a cuantificacion de proteinas,
obteniendo asi las absorbancias, que a partir de su extrapolacion se calcularon
la concentracion de proteinas presentes en membrana y en citosol de células
HepG2, las absorbancias y concentraciones netas las podemos observar en el
ANEXO XIlIl'y XIV. Teniendo estos datos procedimos al calculo de volumen
de muestra que se uso para el Western Blot.

Al ser leida la membrana por el escéaner, obtuvimos la densitometria de
bandas de LRP-1 (85 kDa) y B (41 kDa) (Figura 46).

Al observar la Figura 46 nos damos cuenta que el T0070907 si disminuye
las proteinas en citosol comparado con el control, pero en la membrana la
expresion del receptor es casi igual al control, por lo que podemos decir que
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la droga si disminuye la expresion del receptor LRP-1 en citosol pero no en
membrana.
Este resultado se realizé de forma cualitativa para conocer el porqué del

resultado negativo anterior.

Proteinas del Citosol Proteinas de Membrana
Control T0070907 10pM Control T0070907 10uM
LRP1 : - : —— ——
B-actin (41

R aad . 1T 1T A

Figura 46: Bandas de LRP-1 en Citosol y Membrana de células HepG2. Western Blot

En el capitulo de materiales y métodos se menciond que el LRP-1 es un receptor
transmembrana que incluye una cadena a extracelular de 515 kDa y una cadena 3 de
85 kDa que contiene una extension extracelular corta, el dominio transmembrana
Unico y un dominio intracitoplasmico de 100 aminoécidos (DIC).1%

En este estudio realizado por primera vez se probé que la droga TO070907
disminuye la expresion del receptor que se encuentra en el citoplasma, pero no

disminuye la cadena que se encuentra en la membrana.

5.2. CAPTACION DE FAM-A4B1.4, TRATADAS CON BAFILOMICINA Al

Para la medicion de la captacion de FAM-Af142 por el LRP-1 en células
hepaticas tratadas con Bafilomicina A1, se realiz6 el método de inmunocitoquimica

Luego de que las células pasaran por los procesos de fijacion, bloqueo,
inmunotincion y contracoloracion, se llevo la placa para la vista al microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E600), dandonos este las diferentes vistas
pertenecientes al FAM-A4f1.42, LRP-1, DAPI y Merge (combinacion de todas las
vistas).

Se tomaron 3 fotos de cada vista pertenecientes a diferentes células. En la Figura
47 podemos observar las vistas de las células que se fijaron con Metanol (MeOH) y
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en la Figura 48 observamos las vistas de las células que se fijaron con
Paraformaldehido (PAF).

Haciendo una comparacion cualitativa entre las imagenes de la Figura 47, se
observan que las celulas que se trataron con Bafilomicina Al presentan mayor
intensidad del color rojo (451-42), comparadas con las celulas control. Ademas, en
las imagenes del Merge, la cantidad de Af1-42 que fue captado por el LRP-1 se ve en
la combinacion de los colores verde y rojo dando el color amarillo. Como resultado
cualitativo se ve en las imégenes que las células que se trataron con Bafilomicina
Al presentan mayor intensidad de color amarillo dentro de la célula, que las células
control. Cabe recordar que las células control fueron las que no contenian al péptido
(control) y las que contenian solo al péptido (A4f1-42)

En la Figura 48 se observa lo mismo que en la Figura 47, pero en este presentan
menos intensidad de color.

MeOH
Ap1-42 LRP-1 DAPI Merge

Control

AB1-42

BAF-
AB1-42

Figura 47: Vistas al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600)
perteneciente al FAM-AP1-42, LRP-1, DAPI y Merge, de células control y tratado
con Bafilomicina Al. Fijadas con Metanol.

e
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Figura 48: Vistas al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600)

pertenecientes al FAM-4p1-42, LRP-1, DAPI y Merge, de células control y tratadas
con Bafilomicina Al. Fijadas con Paraformaldehido.

Para una evaluacion cuantitativa, se realiz6 la medida del area que ocupaba el
Ap1.42 dentro del LRP-1 de la célula (lo rojo dentro de lo verde), es decir, se midio
el area del color amarillo en el Merge y este se compar6 con el area de LRP-1.
Déandonos la cantidad de 4p1-42 captada por el receptor LRP-1. En la Tabla 9 vemos
las areas calculadas, de las cuales se saco el porcentaje de A41-42 que fue captado por
el LRP-1 en células HepG2 (Tabla 9). Con estos datos se realizé el grafico y calculos
estadisticos (Figura 49). Las areas fueron medidas con el programa Image J Fiji.

En la Figura 49 podemos ver que las células que se trataron con Bafilomicina
Al, fijadas con MeOH y PAF, presentan mayor captacion de 4f1-42 que las células
control, presentando una gran diferencia significativa entre ambas. Dando por
probado que la Bafilomicina previene la degradacion lisosomal de LRP-1 y permite

mayor captacion de este péptido por este receptor en células hepaticas.
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Tabla 9: Areas de Ap1-42 y LRP-1 en células HepG2 tratadas con Bafilomicina Al

MEOH
APB1-42 BAF-Ab 1-42
AB1-42 | LRP-1 | Ap1-42 | LRP-1
2461.00 | 24336.00 | 6350.00 | 18335.00
AREA 9950.00 | 92787.00 | 23305.00 | 55791.00
5172.00 | 42693.00 | 18336.00 | 44532.00
PAF
AB1-42 BAF-Ab 1-42
AB1-42 | LRP-1 | AB1-42 | LRP-1
2392.00 | 42222.00 | 4144.00 | 35305.00
AREA 3748.00 | 70923.00 | 10937.00 | 100989.00
4140.00 | 76681.00 | 4392.00 | 40249.00

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 10: Porcentaje de AB1-42 captado por el LRP-1 en células HepG2 tratadas con
Bafilomicina Al.

Porcentaje AB%
AB1-42 | BAF-Ab 1-42
10.11 34.63
MEOH 10.72 41.77
12.11 41.17
Promedio 10.98 39.19
Desviacion Estandar | 1.03 3.96
Porcentaje AB%
Ap1-42 | BAF-Ab 1-42
5.67 11.74
PAF 5.28 10.83
5.40 9.75
Promedio 5.45 10.77
Desviacion Estandar | 0.20 0.99

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 49: Captacion de APi1-42 por el LRP-1 en células tratadas con Bafilomicina
Al por 3h. Se realizd un T-test no pareado como analisis estadistico realizado en el
programa Graph Pad Prism 6. (** p<0.001, **** p<0.0001, n=3)

Mobina Alemi y colaboradores realizaron un estudio similar con el método de
inmunocitoquimica usando células cerebrales y el péptido FAM- A451-42 verificando
la expresion del receptor LRP-1 en estas células y asegurando el transporte de AP a
través de la monocapa de células®®.

Alejandro Rondén y colaboradores usaron el mismo metodo, pero en células
HepG2 para la demostracién de que concentraciones altas de Roziglitazona
disminuyen los niveles de LRP-1, demostrando también otro mecanismo que reduce
el LRP-11%,

Para la evaluacion semicuantitativa se uso el programa Image J que también fue
usado por Hong Mu y colaboradores en un estudio de identificacion de
biomarcadores para el carcinoma hepatocelular.t3®

Con todos estos resultados podemos decir que las células hepaticas si tienen una
gran captacion de péptido 4p1-42 por el receptor LRP-1. Ademas, se da como
afirmacion que la captacion del péptido es un proceso dependiente del receptor LRP-
1 en células hepaticas, debido a que su captacion aumento gracias a la inhibicidn
lisosomal del LRP-1 usando la Bafilomicina.
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En contraste con nuestros resultados, estudios previos demuestran que el LRP-
1 localizado en las células hepaticas se une y se escinde sistémicamente a AP
circulante. Los niveles reducidos de LRP1 hepética se asocian con una disminucién
del aclaramiento de AP periférica en ratas ancianas. **’ En los monos ardilla
ancianos, la eliminacion sistémica de AP también se reduce y se asocia con un
aumento en los niveles de AP en el cerebro. Ademads del higado, los complejos libres
SLRP1-AP y AP se eliminan a través de los rifiones.'*® Recientemente, también se ha
demostrado que el higado es una fuente importante de AP y puede regular los niveles

de AP en el cerebro. % 140

6. ESPECIFICIDAD DEL EL PEPTIDO Beta Amiloide (41-42) PARA LRP-1

6.1. ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA

En este proceso se quiso determinar la especificidad del receptor LRP-1 para
con el péptido A4f1-42 mediante el Ensayo de Inmunofluorescencia. Para ello, se usé
el Scrambled 4142 que tiene los mismos aminoacidos que el péptido Af1-42 pero
estos estan en diferente orden. En el capitulo de materiales y métodos se mencion6
que el Scrambled también esta unido a la molécula de fluorescencia FAM, la cual
absorbe y emite fluorescencia a 494nm y 521nm respectivamente por ello usamos
este metodo.

Al ser leida la placa oscura por el lector multimodal de microplacas, se
obtuvieron las RFU del péptido FAM-A4p1.42 presente en los 200uL de las células
control, células con Scrambled Af1.42 y células con 4f1.42 (ANEXO XVII).

Luego de tener las RFU, se continué a realizar la cuantificacion de proteinas, y
con las absorbancias proporcionadas se realizd una extrapolacion de datos para el
calculo de la concentracién media de proteinas totales presentes en los 200uL de
muestra, las absorbancias y concentraciones netas se observan en el ANEXO XVIII
y XIX.

Teniendo la concentracion de proteinas totales presentes en las células HepG2,
se procedid a realizar calculos para hallar la cantidad de fluorescencia emitida que
hay en un miligramo de proteina para luego hacer una relacién entre el péptido y la
cantidad de proteina total presente en las células HepG2 (RFU/mg proteina). Las
RFU por miligramo de proteina neta se pueden ver en el ANEXO XX.
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En la Figura 50 podemos ver que las células que estuvieron presentes con el
Scrambled FAM-4p1-42 y con el FAM-4p1.42 comparadas con el control presentan
una diferencia significativa. Lo cual afirma que las células hepéticas tienen gran
captacion por este péptido.

Ademas, en la Figura 50 también observamos que las células que estuvieron con
Scrambled Apf1-42 comparadas con las células que estuvieron con A4f1-42 presentan

una gran diferencia significativa

P <0.0001

150
*k kK

100

50

RFU/mg proteina

Figura 50: Captacion del APi1-42 por el LRP-1 en células HepG2, comparadas con el
Scrambled AP1-42, para la evaluacion de la especificidad del LRP-1. Se realizé un
andlisis de varianza de una via y T-test no pareado como analisis estadistico realizado
en el programa Graph Pad Prism 6. (* p<0.05, **** p<0.0001, n=3)

6.2. ELISA

Otro método usado para la determinacion de la especificidad del LRP-1 para con
el péptido 4B1-42 fue el ELISA, con el cual se determind cantidad captada del péptido

por el LRP-1 (pg/ug de proteina).
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Como se vio en el capitulo de materiales y métodos, en este proceso primero se
realizd la curva de calibracion con los estandares de Hu- A4f1-42 (Figura 51), en el
cual se genero6 un gréafico con un algoritmo de 4 parametros, para proporcionar la

mejor curva.

1200
1000 y =152.796x* + 341.95x* - 110.82x2 + 484.62x + 1.5875 l
R?=1

800
600

400

Absorbancia 450nm

200

Concentracion (pg/mL)

Figura 51: Curva de Calibracion de Estandares de Hu-Ap1-42

Luego de realizar la curva de calibracion, se procedié a la lectura de la placa con
las muestras por el espectrofotometro a 450nm; con las absorbancias obtenidas se
realiz6 una extrapolacion de datos a partir de la curva de calibracion para determinar
la concentracion de péptido que hay en cada pocillo de la placa. Las absorbancias y
concentraciones netas la podemos ver en el ANEXO XXI y XXIlI.

Seguidamente, procedimos a realizar cuantificacion de proteinas, y con las
absorbancias proporcionadas se realizé una extrapolacién de datos para el célculo
de la concentracion media de proteinas totales presentes en las células HepG2, las
concentraciones y absorbancias netas se observan en el ANEXO XXIII'y XXIV.

Teniendo estas concentraciones, se procedio a realizar calculos para hallar la
cantidad de péptido que hay en un microgramo de proteina (pg/ig) y poder hacer
una relacién entre el péptido y la cantidad de proteina total presente en las células

HepG2. En la Tabla 11 se observé la media de picogramos de péptido por
microgramo de proteina, con las cuales se realizo el grafico y céalculos estadisticos
(Figura 52). Los picogramos de péptido por microgramo de proteina netas se pueden
ver en el ANEXO XXV.
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En la figura 52 se observa que las células que estuvieron con el péptido FAM-
Ap1-42 presentan una gran diferencia significativa comparada con las células control
y células con Scrambled FAM- A4p1.4.

Tabla 11: Concentracion de péptido AB1-42 por microgramo de proteina en células
HepG2 control, scrambled y AB1-42

AP1-42 pg/ug
Control | Scrambled | Ap1-42
Promedio 0.0145 0.0768 5.4818

Desviacion Estandar | 0.0033 0.0556 0.4254
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 52: Captacion del ABi-42 por el LRP-1 en células HepG2, comparadas con el
Scrambled AB1-s2, para la evaluacion de la especificidad del LRP-1. Se realiz6 un analisis
de varianza de una via y T-test no pareado como analisis estadistico realizado en el
programa Graph Pad Prism 6. (**** p<0.0001, n=3)

Numerosos estudios revisados acerca del Alzheimer trabajados en células cerebrales,
demostraron la captacion del péptido ABi42 por el LRP-1 usando el método ELISA e
inmunofluorescencial® 114! con el cual se pudo hallar cuantitativamente la cantidad de
péptido captado por la célula. Comparandolo con nuestro resultado trabajado en células
hepaticas se comprueba la captacion del péptido por el receptor LRP-1.
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6.3. INMUNOCITOQUIMICA

Para la determinacion de la especificidad del receptor LRP-1 en células HepG2
se realizo también el método de inmunocitoquimica.

Luego de que las células pasaran por los procesos de fijacion, bloqueo,
inmunotincion y contracoloracion, se llevé la placa para la vista al microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E600), dandonos este las diferentes vistas
pertenecientes al FAM-A4f1.42, LRP-1, DAPI y Merge (combinacion de todas las

vistas)

MeOH
AB1-42 LRP-1 DAPI Merge

w W
. ‘;
. )

Figura 53: Vistas al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600)
pertenecientes al FAM-Af1.42, LRP-1, DAPI y Merge, de células control, scrambled y

Control

AB1-42

Scrambled
APB1-42

Ap1-42. Fijadas con Metanol

Se tomaron 3 fotos de cada vista pertenecientes a diferentes células. En la Figura
53 podemos observar las vistas de las células que se fijaron con MeOH y en la Figura

54 observamos las vistas de las células que se fijaron con PAF.
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Haciendo una comparacion cualitativa entre las imagenes de la Figura 53,
podemos ver que las células que estuvieron presentes con el péptido FAM- Af1.42
presentan mayor intensidad de color rojo (A4f1-42) comparadas con las células
control.

Ademas, en las imagenes del Merge, la cantidad de 4p1-42 que fue captado por el
LRP-1 se ve en la combinacion de los colores verde y rojo dando el color amarillo.
Como resultado cualitativo se ve en las imégenes que las células que estuvieron
presentes con el Scrambled FAM-4p1.4, presentan menos intensidad de color
amarillo dentro de la célula, que las células que estuvieron presentes con el FAM-
Ap142. En la Figura 54 se observa lo mismo que en la figura 53, pero en este

presentan menos intensidad de color.

PAF

Control

AB1-42

Scrambled
AB1-42

Figura 54: Vistas al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600) pertenecientes al
FAM-AP1.42, LRP-1, DAPI y Merge, de células control scrambled y ABi-42. Fijadas con
Paraformaldehido.
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Para una evaluacién cuantitativa, al igual que en la captacion con Bafilomicina
Al, se realizo la medida del area que ocupaba el Af1.42 dentro del LRP-1 de la célula
(lo rojo dentro de lo verde), es decir, se midio el &rea del color amarillo en el Merge
y este se comparo con el &rea de LRP-1. Dandonos la cantidad de 4142 captada por
el receptor LRP-1. En la Tabla 12 se observa la media de areas calculadas, de las
cuales se saco el porcentaje de 451-42 que fue captado por el LRP-1 en células HepG2
(Tabla 13). Con estos datos se realizo el grafico y célculos estadisticos (Figura 55),
las areas netas las podemos en el ANEXO XXVI y XXVII. Las &reas fueron
medidas con el programa ImageJ Fiji.

En la Figura 55 podemos observar que las células que estuvieron presentes con
el FAM- Ap1.42, fijadas con MeOH y PAF, presentan mayor captacion de Af1-42 que
las células control y con Scrambled- FAM- 4p1.42, presentando una gran diferencia
significativa entre estas.

Ademas, las células con Scrambled no presentan diferencia significativa
comparada con el control. Pero si comparadas con las que estuvieron con FAM-
Ap1-a2.

Tabla 12: Areas de AB1-42 y LRP-1 en células HepG2 con Scrambled y Ap1-42

MEOH
Ap1-42 Scrambled-Ab 1-42
Ap1-42 LRP-1 AP1-42 LRP-1
2461.00 | 28826.00 | 205.00 | 22808.00
AREA 9950.00 | 92787.00 | 253.00 | 44494.00
5172.00 | 42693.00 | 238.00 | 28611.00

PAF
AP1-42 Scrambled-Ab 1-42
Ap1-42 LRP-1 Ap1-42 LRP-1
2392.00 || 42222.00 | 412.00 | 41567.00
AREA 3748.00 | 70923.00 | 339.00 | 39456.00

4140.00 | 76681.00 | 128.00 | 15365.00
Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 13: Porcentaje de AB1-42 captado por el LRP-1 en células HepG2 con scrambled y

AP1-42
Porcentaje AB%
AP1-42 Scrambled-Ab 1-42
10.11 0.90
MEOH 10.72 0.57
12.11 0.83
Promedio 10.98 0.77
Desviacion Estandar 1.03 0.17
Porcentaje AB%
APB1-42 Scrambled-Ab 1-42
5.67 0.99
PAF 5.28 0.86
5.40 0.83
Promedio 5.45 0.82
Desviacion Estandar 0.20 0.49
Fuente: Elaboracion propia
0 < 0.0001 E&E control
< 157 ’7 S FAM-AB1-42
& E# scramble
4 *kkk
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Figura 55: Especificidad del AP1-42 por el LRP-1 en células HepG2, comparadas
con el Scrambled APi1-42. Se realizo un T-test no pareado como analisis estadistico
realizado en el programa Graph Pad Prism 6. (ns > 0.05, **** p<0.0001, n=3)
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Con todos estos resultados podemos afirmar que el receptor LRP-1 en las células
hepaticas es especifico para el péptido Af1-42. A pesar que se usé un peptido con los
mismos aminoacidos, pero estos en diferente orden, el receptor solo capto al Af1.42,
probando asi su especificidad para con este péptido.

En contraste con nuestros resultados, en un estudio de Shaked y colaboradores
realizaron la evaluacion de la union de Ap142 al APP usando Scrambled A4p1-42
demostrando uniones inespecificas'2. Comparado con nuestro estudio que se evalud
la especificidad del 451-42 por el LRP-1 usando Scrambled FAM-Af1.42 se demostrd
que si es especifico al receptor LRP-1.

Por otro lado, este es el primer estudio usando el método de inmunocitoquimica

para la evaluacion de union especifica del péptido 4f1-42.

6.4. EXPRESION DE LRP-1

Mediante el BCA se obtuvieron las absorbancias de las muestras, de las cuales
a partir de su extrapolacion se obtuvo la concentracion media de proteinas totales
presentes en las células HepG2, las absorbancias y concentraciones netas se
observan en el ANEXO XVIII y XIX. Con estos datos se procedio al calculo de
volumen de muestra que se usé para el desarrollo del Western Blot.

Después de ser leida la membrana, se obtuvo la densitometria de bandas de LRP-
1 (85 kDa) y B (41 kDa) (Figura 56), las cuales se pueden observar en el ANEXO
XXVIII, de acuerdo a la media FC obtenido (Tabla 14). Las células control fueron
consideradas en relacion a 1 para la comparacion con las demas.

En la Figura 57 podemos ver que las células con Scrambled-FAM- Af1.42 Y
FAM- Apf1a2 no presentan diferencia significativa del receptor LRP-1 en
comparacion al control.

Con este resultado se pudo comprobar que las células estuvieron en condiciones
iguales para la captacion del péptido Ap1-42, demostrando la especificidad del
receptor LRP-1 hacia el péptido Af1-42.

En un estudio de Anja Brenn y colaboradores, usaron el péptido Af1-42y Afaz-1

para la evaluacion de la reduccién de niveles de mRNA de LRP-1, presentando una

disminucion de niveles de LRP-1 en células con Af1-42 y niveles normales de LRP-1
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en células con Aps»-1 comparadas con el control, confirmando un efecto reductor de
AP sobre la expresion de LRP114,

Scrambled
Control FAM-AB FAM-AB

sson I
o

Figura 56: Bandas de LRP-1 en células HepG2. Western Blot

Tabla 14: Niveles de LRP-1 expresados en celulas HepG2

Control |Scrambled| Ap1-42
Promedio 1.014 1.423 1.554

Desviacion Estandar 0.389 0.292 0.871
Fuente: Elaboracion propia

p=0,78409

5
IU)

LRP 1/ actin
Expresion Relativa

Figura 57: Niveles de expresion de LRP-1 en células HepG2 control, con AB142y
con Scrambled AP1-42. Se realiz6 analisis de varianza de una sola via y T-test no
pareado como analisis estadistico realizado en el programa Graph Pad Prism 6.
(ns p>0.05, n=3)
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS
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CONCLUSIONES

1.  EIT0070907 10uM disminuye considerablemente los niveles de LRP-1 en
células HepG2.

2. Las células tratadas con T0070907 presentaron mayor captacion de ABi-42
que las ceélulas control, esto debido a que el receptor LRP-1 de la
membrana no fue afectado por la droga y es probable que aumente la
captacion del péptido en células HepG2.

3. La Bafilomicina Al, por su inhibicién de la degradacion lisosomal,
favorece la captacion del péptido ABi1-42.

4.  La captacion del péptido ABi-42 es un proceso dependiente del receptor
LRP-1 en células HepG2.

5. Elreceptor LRP-1en células HepG2 es especifico para el péptido AB1-s2
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SUGERENCIAS

1. Se sugiere hacer mas estudios con la droga T0070907, con respecto a su
efecto en la disminucion del LRP-1 y captacion de AB1-s2.

2. Sepropone realizar estudios més a profundo con la Bafilomicina A1 como
posible tratamiento preventivo de la progresion del Alzheimer.

3. Se plantea realizar el mismo estudio en células cerebrales.
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ANEXO |
ABSORBACIAS DE ALBUMINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Albamina (pug/mL)

2000 1000 500 250 125 0
0.954 0.489 0.313 0.205 0.145 0.073
ABSORBANCIA 0.948 0.536 0.307 0.202 0.142 0.072
1.001 0.558 0.330 0.205 0.145 0.075
Promedio 0.968 0.528 0.317 0.204 0.144 0.073
Desviacién estandar 0.029 0.035 0.012 0.002 0.002 0.002
ANEXO 11
ABSORBANCIAS DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2
Control M1 M2 M3 M4 M5
0.115 0.128 0.115 0.123 0.111 0.125
ABSORBANCIA 0.118 0.127 0.107 0.123 0.115 0.129
0.120 0.129 0.115 0.122 0.112 0.125
Promedio 0.118 0.128 0.112 0.123 0.113 0.126
Deviacion Estandar 0.003 0.001 0.005 0.001 0.002 0.002
ANEXO Il
CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2
Control M1 M2 M3 M4 M5
CONCENTRACGION 273.500 278.500 286.000 253.500 253.500 243.500
(ng/mL) 273.500 288.500 283.500 261.000 261.000 253.500
271.000 278.500 288.500 266.000 253.500 246.000
Promedio 272.667 281.833 286.000 260.167 256.000 247.667
Desviaciéon Estandar 1.443 5.774 2.500 6.292 4.330 5.204
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ANEXO IV
DENSITOMETRIA DE BANDAS DE LRP-1 EN CELULAS HepG2

CONTROL M1 M 2 M 3 M 4 M5
139811.50 | 188781.38 | 142318.50 | 163214.50 | 156724.63 | 137859.75
LRP-1 92070.63 | 44627.06 | 101783.38 | 83981.00 | 94148.75 | 76327.75

119146.19 | 45964.31 | 127325.75 | 108397.81 | 111045.25 | 116797.13

89906.844 |135784.250(108129.938|112501.438 | 114549.125 | 124741.250
B-Actina 70563.563 || 30425.813 | 64790.313 | 60324.656 | 66693.281 | 63658.844
90194.281 | 33223.219 | 90010.438 | 80096.625 | 81633.063 | 81360.500

1.00000 0.89405 0.84638 0.93293 0.87982 0.71069
1.00000 1.12413 1.20400 1.06695 1.08191 0.91893
1.00000 1.04732 1.07083 1.02448 1.02975 1.08672

Promedio 1.00000 1.02183 1.04040 1.00812 0.99716 0.90545
Desviacion estandar 0.00000 0.09564 0.14757 0.05592 0.08566 0.15381

ANEXO V

ABSORBANCIAS DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2 TRATADAS
CON T0070907

Control | TO070907
0.333 0.221
0.310 0.217
0.322 0.230
0.229 0.227
ABSORBANCIAS 0.305 0.217
0.318 0.217
0.390 0.227
0.322 0.267
0.388 0.259
Promedio 0.324 0.231
Desviacion Estandar 0.048 0.019
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ANEXO VI

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2
TRATADAS CON T0070907

Control | T0070907
357.94 171.28
319.61 164.61
339.61 186.28
336.28 181.28
311.28 164.61

CONCENTRACION

(hg/mL)
332.94 164.61
303.67 181.28
339.06 149.92
301.17 187.33
Promedio 326.84 172.35
Desviacion Estandar 19.03 12.56
ANEXO VI
DENSITOMETRIA DE BANDAS DE LRP-1 EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON T0070907
CONTROL T0070907
88544.56 29037.88
86933.13 32585.25
LRP-1 114733.81 36920.06
306006.13 47085.75
232058.75 46746.25
202852.25 66401.31
469379.75 426155.38
462872.25 296833.38
B-Actina 467913.63 338001.63
566026.25 493889.88
573930.00 499728.50
565305.75 561223.88
0.91035 0.32883
0.90635 0.52976
1.18330 0.52713
1.24396 0.21937
0.93036 0.21524
0.82568 0.27224
Promedio 1.00000 0.23562
Desviacion Estandar 0.17772 0.02595
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ANEXO VIII

UNIDADES DE FLUORESCENCIA RELATIVA EN CELULAS HepG2 CONTROL Y TRATADAS CON T0070907

Oh 0.5h 1h 2h 4h 6h
Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 _
ol 2 | 20 | e | o3 | a1 a6 | 13 | o2 | ar | o | 16
R 1] 23 | 5o | 34 | st 1 2 | 22 | 29 | 2 | o3 | 2
N a2 1 50 55 | 10 | s3 57 36 24| 30 14
ANEXO IX

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2 CONTROL Y TRATADAS CON T0070907

PROTEINA mg/mL

_______________ oh o f......Q@oh 4t 2h A B
e CONPOL 1 T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907 | Control | T0070907.

| 0111 1 0154 10120 | 0092 | 0117 0072 | 0150 | 0096 | 0117 | 0082 | 0167 | 0083 _
CONCENTRACION || 0.113 | 0093 | 0.151 | 0.090 | 0.088 | 0081 | 0137 | 0088 | 0099 | 0079 | 0165 | 0087 _
_____________________________________________ 0100 | 0134 10112 | 0094 | 0096 | 0078 | 0174 1 0094 1 0119 | 0081 4 0177 | 0087 _
..Promedio | | 0108 | 0127 10128 | 0092 | 0100 y 0077 | 0153 | 0093 1 0111 | 0081 | 0170 | 0086 _
_Desviacion Estandar | 0.007 | 0031 | 0021 | 0002 | 0015 | 0005 | 0019 | 0004 | 0011 | 0.001 ] 0007 j 0.002 _
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ANEXO X

ABSORBANCIAS DE PROTEINAS TOTALES EN CELULAS HepG2 CONTROL Y TRATADAS CON T0070907

o

Control [ To070907

0.183 0.241
ABSORBANCIAS | 0186 | 0159
0269 | 0215
__Promedio | 0179 | 0205
_Desviacion Estandar | 0.009 | 0042

N =1 R 1h .
Control| T0070907 | Control [ T0070907
| 0195 1 0158 4 0192 | 0.131
| 0287 0 0455 1 099 J7 0 1408
0185 1201687 0.165 I 0.1407
| 0.206 /0158 , 1 0,169, 1 ,0.138
| 0028 0.003 ) 0.020.[ 0.006
ANEXO XI

________________ 2h .
Control [T0070907
| 0238 | 0167
202208 0.156

g2l | 0164
20243 | 0162

0026, | 0006

... LI
Control| 0070007
0194 | 0147
0170 1 0144
0197 1 0146
0187 1 0146
0015 | 0002

UNIDADES DE FLUORESCENCIA RELATIVA POR MILIGRAMO DE PROTEINA EN CELULAS HepG2

Control

_RFU/mg de proteina

108

T0070907




__________________ AN
| Control_{T0070907.
| 32657.75 | 650638
| 5747578 | 148142
59259.06 |132234.63
17265456 133585
100 1043
_______ 100 | 019
_______ 100 | 016
0.00 0.05

69386 56

3807 75

ANEXO XIlI
DENSITOMETRIA DE BANDAS DE LRP-1 EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON T0070907 A DIFERENTES TIEMPOS

29653 00

102110.44 |

_______ 1.00 1 036
_______ 1.00 1 058
_______ 1.00 1 047 _
0. 000 1 016
ANEXO Xl

ABSORBANCIAS DE PROTEINAS PRESENTES EN CITOSOL Y MEMBRANA DE CELULAS HepG2 TRATADAS CON T0070907

Absorbancias

oo Citosol ]
Control | T0070907 |
2024 1 0.227
20245 1 0233
0236 | 0.224 .
9245 1 0.228
(0009 ] . 0.005 |

___________ Membrana
| Control | T0070907
_____ 03%0 | 0311 _
_____ 0362 | 0306 _
_____ 0371 1 0304 _
_____ 0374 | 0307 _
_____ 0.014 | 0004 _
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ANEXO X1V

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES PRESENTES EN CITOSOL Y
MEMBRANA EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON T0070907

Citosol Membrana
Control | T0070907 || Control || TO070907
Concentracion 164.167 130.417 334.167 235.417
(ng/mL) 152.917 137.917 299.167 229.167
141.667 126.667 310.417 226.667
Promedio 152.917 131.667 314.583 230.417
Desviacién Estandar | 11.250 5.728 17.868 4507
ANEXO XV

AREA DE AB142 Y LRP-1 EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON
BAFILOMICINA, (ICC) FIJADAS CON METANOL

AB1-42 BAF-Ab 1-42
AB1-42 | LRP-1 | AB1-42 | LRP-1
2461.00 | 24336.00 | 6350.00 | 18335.00
AREA 9950.00 | 92787.00 | 23305.00 | 55791.00
5172.00 | 42693.00 | 18336.00 | 44532.00
ANEXO XVI

AREA DE ABi-42 Y LRP-1 EN CELULAS HepG2 TRATADAS CON
BAFILOMICINA, (ICC) FIJADAS CON PARAFORMALDEHIDO

AB1-42 BAF-Ab 1-42
AB1-42 | LRP-1 | Ap1-42 | LRP-1
2392.00 | 42222.00 | 4144.00 | 35305.00

AREA 3748.00 | 70923.00 | 10937.00 | 100989.00
4140.00 | 76681.00 | 4392.00 | 40249.00
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ANEXO XVII

UNIDADES DE FLUORESCENCIA RELATIVA DE CELULAS HepG2
CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

Control [Scrambled| Ap1-42
0 0 2
1 2 2
1 1 3
0 0 9
1 3 8
2 4 12
0 2 6
1 4 6
2 3 1

ANEXO XVIII

ABSORBANCIAS DE PROTEINAS TOTALES DE CELULAS HepG2 CONTROL,
SCRAMBLED Y Ap1-42

Control |Scrambled| Ap1-42

0.2007 0.1127 0.0983

0.1383 0.1010 0.0950

0.1703 0.0870 0.1010

0.1493 0.1893 0.1607

ABSORBANCIA 0.2017 0.1523 0.1433

0.1513 0.1477 0.1623

0.3450 0.1743 0.1397

0.3257 0.1963 0.1777

0.3497 0.1530 0.1570
Promedio 0.23 0.15 0.14
Desviacion Estandar 0.09 0.04 0.03
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ANEXO XIX

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES DE CELULAS HepG2
CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

PROTEINA mg/mL
Control | Scrambled | Ap1-42
0.0307 0.0111 0.0079
0.0168 0.0085 0.0072
0.0239 0.0054 0.0085
0.0193 0.0282 0.0218
CONCENTRACION | 0.0309 0.0199 0.0179
0.0197 0.0189 0.0222
0.0628 0.0248 0.0171
0.0585 0.0297 0.0256
0.0638 0.0201 0.0210

Promedio 0.0363 0.0185 0.0166
Desviacion Estandar | 0.0197 0.0086 0.0070

ANEXO XX

UNIDADES DE FLUORESCENCIA RELATIVA POR MILIGRAMO DE
PROTEINA EN CELULAS HepG2 CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

RFU/mg de proteina
Control | Scrambled | Ap1-42
0.0000 0.0000 83.9552
19.8063 | 78.1250 92.5926
13.9233 | 61.4754 | 117.1875
0.0000 0.0000 137.6615
10.7862 | 50.1486 | 148.6375
33.8092 | 70.5329 | 180.4813
0.0000 26.8496 | 116.7820
5.7020 44.8654 78.2155
10.4505 | 49.7788 | 111.2288

Promedio 10.50 42.42 118.53
Desviacion Estandar | 11.16 28.26 32.91
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ANEXO XXI

ABSORBANCIAS DE PEPTIDO Ap1-42 PRESENTE EN CELULAS HepG2
CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

Control [Scrambled| Ap1-42
0.0025 0.0045 1.2575
ABSORBANCIA 0.0025 0.0060 1.2330
0.0005 0.0120 1.1945

Promedio 0.0018 0.0075 1.2283
Desviacion Estandar | 0.0012 0.0040 0.0318

ANEXO XXII

CONCENTRACION PEPTIDO AB1-42 POR MILILITRO DE MUESTRA EN
CELULAS HepG2 CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

PROTIINA pg/mL
Control | Scrambled | Ap1-42
2.7984 3.7661 983.7039
CONCENTRACION | 2.7984 4.4913 949.6101
1.8298 7.3876 897.6624

Promedio 2.4755 5.2150 943.6588
Desviacion Estandar | 0.5592 1.9161 43.3284

ANEXO XXI11

ABSORBANCIAS DE PROTEINAS TOTALES DE CELULAS HepG2 CONTROL,
SCRAMBLED Y AB1-42

Control [Scrambled| Ap1-42
0.1410 0.0870 0.1470
ABSORBANCIA 0.1360 0.1893 0.1517
0.1390 0.1743 0.1227

Promedio 0.1387 0.1502 0.1404
Desviacion Estandar | 0.0025 0.0553 0.0156
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ANEXO XXIV

CONCENTRACION DE PROTEINAS TOTALES DE CELULAS HepG2
CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

PROTEINA pg/mL
Control | Scrambled | Ap1-42
173.7320 | 125.2593 | 181.0830
CONCENTRACION | 167.6200 | 140.8148 | 186.8132
171.2857 | 124.1481 | 151.3837

Promedio 170.8792 | 130.0741 | 173.0933
Desviacion Estandar | 3.0762 9.3183 19.0181

ANEXO XXV

CONCENTRACION DE PEPTIDO AB1-42 EN UN MICROGRAMO DE
PROTEINA DE CELULAS HepG2 CONTROL, SCRAMBLED Y Ap1-42

AB1-42 py/pg
Control | Scrambled | Ap1-42
0.0161 0.1389 5.4323
CONCENTRACION | 0.0167 0.0319 5.0832
0.0107 0.0595 5.9297

Promedio 0.0145 0.0768 5.4818
Desviacion Estandar | 0.0033 0.0556 0.4254

ANEXO XXVI

AREA DE AB142 Y LRP-1 EN CELULAS HepG2 CON SCRAMBLED Y Ap1-42,
(ICC) FIJADAS CON METANOL

Ap1-42 Scrambled-Ab 1-42
AP1-42 LRP-1 AP1-42 LRP-1
1508.00 | 28826.00 | 582.00 | 22808.00

AREA 9950.00 || 92787.00 | 1158.00 | 44494.00
5172.00 | 42693.00 | 942.00 | 28611.00
Promedio 5543.33 | 54768.67 | 894.00 | 31971.00
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ANEXO XXVII

AREA DE AB142 Y LRP-1 EN CELULAS HepG2 CON SCRAMBLED Y Ap1-42,
(ICC) FIJADAS CON PARAFORMALDEHIDO

AB1-42 Scrambled-Ab 1-42
Ap1-42 LRP-1 Ap1-42 LRP-1
2392.00 | 42222.00 | 985.00 | 41567.00

AREA 3748.00 | 70923.00 | 474.00 | 39456.00

4140.00 | 76681.00 99.00 38251.00

Promedio 3426.67 | 63275.33 | 519.33 | 39758.00
ANEXO XXVIII

DENSITOMETRIA DE BANDAS DE LRP-1 EN CELULAS HepG2 CONTROL,
SCRAMBLED Y Ap1-42

Control [Scrambled| Ap1-42

75889.3 | 53710.2 | 71451.8

LRP-1 791945 | 74437.1 | 75441.3

50892.2 | 55003.5 | 43065.8

32306.1 || 37794.0 | 40408.5

20524.2 11503.5 17721.0

B-Actina 46461.4 | 23201.0 | 31430.6

42134.3 | 49623.8 16063.3

45755.0 | 24442.6 | 40919.9

1.4248 1.7286 1.4928

0.6311 1.1878 0.8886

1.2622 1.1583 2.8016

0.7378 1.6158 1.0319
Promedio 1.014 1.423 1.554
Desviacion Estandar 0.389 0.292 0.871
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