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RESUMEN

La formacion de depdsitos de placas de proteina C-amiloide (Ap) en el cerebro, pueden evocar
la muerte de las células neuronales y perjudicar la comunicacién inter neuronal. La formacion de
dichas placas o simplemente el estrés generado por esta sustancia en las lineas celulares, puede
desencadenar diferentes respuestas inmunitarias y moleculares por parte de nuestras células.
Produccidon de Oxido Nitrico, Anion Superoxido y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) son
respuesta inmunitaria de un organismo. Sin embargo, estas respuestas y otras estan mediadas
exclusivamente por nuestro material genético. La expresion genética se puede ver alterada
cuando existe de por medio un agente estresante. En el presente estudio se ha analizado la
expresion genética de APP, BACE1 y PSEN1 en células SH-SY5Y, cuando estas células son
sometidas a estrés por B-Amiloide. Se cultivd 3 x 10* células /mL, dichas muestras fueron
tripsinadas y luego recolectadas. Se empled la técnica de TRIZOL-Alcohol Isodmilico para
extraer ARN total, luego se procedié a medir su concentracion e integridad, se realizo la sintesis
de ADNc. En una cabina de seguridad para PCR se prepard los mix de reaccion par gPCR y se
procedié a cuantificar los genes APP, BACEL y PSEN1.Estudios realizados nos sugieren que los
3 ecotipos de Lepidium meyeni (maca amarilla, negra y roja) , asi como también N
benciloctadecadienamida (M75) reducen los niveles de AP en lineas celulares SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, reduciendo los niveles de sobre expresion génica de APP, PSEN1 y
BACEL1 inducidos por el péptido. El gen APP, disminuye su expresion 6.11 veces cuando se
administra maca amarilla (0.5ug/mL) por 24 horas, asi como 4.9 veces cuando se incuba por 24
horas con maca a 10ug/mL. EL gen BACEL presenta mejor respuesta con maca negra, reduciendo
12.6 veces (0.5ug/mL) y 25.5 veces(10ug/mL), en cuanto al gen PSEN1 también la maca negra
presentd mejor respuesta, reduciendo 125.9 veces (0.5ug/mL) y 22.3 veces(10ug/mL), incubando
por 24 horas. EL ecotipo maca negra, en el gen APP tuvo una mejor respuesta a una
concentracion de 10ug/mL, reduciendo la expresion genética hasta en 46veces Para el gen
BACEL la concentracion de 0.5ug/ml y 10ug/ml de maca negra tuvieron una respuesta similar
reduciendo la expresion genética entre53.9 y 42.2 veces. En cuanto al gen PSEN1 la maca negra

también presentd mejores resultados, reduciendo 29.4 y 10.9 veces.
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N- Benciloctadecadienamida (M75), empleado como Co-Tratamiento tiene un efecto positivo en
la disminucidn de la expresion génica inducida por p-Amiloide, la respuesta de esta macamida
sintética es muy parecida en cuanto a resultado cuando se trabaja incubando por 24 y 48 horas,

las concentraciones empleadas de M75 (0.5 y 10ug/ml), presentan una respuesta muy parecida.

Palabras clave: Lepidium meyenii, N- Benciloctadecadienamida, células SH-SY5Y
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ABSTRACT

The formation of C-amyloid protein (AB) deposits in the brain can evoke the death of neuronal
cells and impair inter neuronal communication. The formation of said plates or simply the esters
generated by this substance in the cell lines can trigger different immune and molecular responses
by our cells. Production of Nitric Oxide, Anion Superoxide and other reactive oxygen species
(ROS) are the immune response of an organism. However, these responses and others are
mediated exclusively by our genetic material. The genetic expression can be altered when there
IS a stress agent involved. In the present study, we have analyzed the genetic expression of APP,
BACEL, and PSEN1 in SH-SY5Y cells, when these cells are subjected to stress (B-Amyloid). 3
x 104 cells/ml were cultured, said samples were trypsinized and then harvested. The technique
of TRIZOL-Isoamyl Alcohol was used to extract total RNA, then its quality and integrity were
measured, cCDNA synthesis was carried out. In a safety cabinet for PCR, the gPCR reaction mix
was prepared and the APP, BACE1, and PSEN1 genes were quantified. Studies suggest that the
3 ecotypes of Lepidium meyeni (yellow, black and red maca), as well as also N-benzyl-
octadienildecanamide (M75) reduce AP levels in human neuroblastoma SH-SY5Y cell lines,
reducing the levels of gene expression of APP, PSEN1, and BACEL1 induced by the peptide. The
APP gene decreases its expression 6.11 times when yellow maca (0.5mg / ml) is administered
for 24 hours, as well as 4.9 times when incubated for 24 hours with maca at 10mg / ml. The
BACEL1 gene presented a better response with black maca, reducing 12.6 times (0.5mg / ml) and
25.5 times (10mg / ml). As for the PSEN1 gene, black maca also presented a better response,
reducing 125.9 times (0.5mg / ml) and 22.3 times (10mg / ml), incubating for 24 hours. The black
maca ecotype, in the APP gene, had a better response at a concentration of 10mg / ml, reducing
gene expression up to 46 times for the BACEL gene, the concentration of 0.5mg / ml and 10mg
/ ml of black maca had a similar response reducing gene expression between53.9 and 42.2 times.
As for the PSENL1 gene, the black maca also showed better results, reducing 29.4 and 10.9 times
N-benzyloctadecanamide (M75), used as Co-Treatment has a positive effect on the decrease of
gene expression induced by B-Amyloid, the response of this synthetic maximize is very similar
in terms of result when working incubating by 24 and 48 hours, the concentrations used of M75
(0.5 and 10mg / ml), present a very similar response

Keywords: Lepidium meyenii, N-benzyloctadecanamide, SH-SY5Y cells
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INTRODUCCION

Las células como sistema bioldgico, cumplen diferentes roles, emitiendo sefiales moleculares,
produciendo respuestas en diferentes drganos siendo de vital importancia para el desarrollo
fisioldgico correcto de un organismo. Dichas sefiales moleculares estan claramente manejadas
por los genes y su informacion genética. La buena regulacion de estos y su armonia en todos los
procesos vitales son de suma importancia, el desequilibrio y alteracion que pueden sufrir los
genes se ha regido por dos motivos principales, la herencia genética y los factores epigenéticos.

La herencia familiar arrastra por muchos afios cambios en nuestro DNA, lo que conlleva a tener
finalmente a las proteinas una mala informacion que desencadena una serie de sucesos

moleculares que pueden tener mucha influencia en el buen desempefio de nuestras células.

El término epigenética por el contrario hace referencia al conjunto de elementos que regulan la
expresion de los genes sin modificar la secuencia del ADN y hacen posible que los diferentes
tipos de células y tejidos expresen unos genes y no otros, y ademas, lo hagan en el momento

adecuado (Amparo Tolosa, Genética Médica News).

Las células SH-SY5Y de neuroblastoma humano, a menudo se usan como modelos in vitro de
funcién y diferenciacion neuronal. Son adrenérgicos en el fenotipo pero también expresan
marcadores dopaminérgicos y, como tales, se han utilizado para estudiar la enfermedad de

Parkinson, la neurogénesis y otras caracteristicas de las células cerebrales.

Muchas enfermedades neurodegenerativas en nuestro pais han cobrado gran importancia por el
namero de casos reportados y por las consecuencias que tiene en la familia y la sociedad. La
enfermedad del Alzheimer (EA) por ejemplo, se caracteriza por la acumulacion de agregados de
proteinas patoldgicas en el cerebro. Se producen dos estructuras distintas: placas seniles que
contienen beta amiloide (AB) y Tau hiperfosforilado que contiene ovillos neurofrilares. Las
Placas AP se componen de un péptido derivado del precursor amiloide proteina (APP), una
transmembrana expresada constitutivamente proteina que se encuentra en muchos tipos de
células. Como parte de la fisiologia normal de las neuronas, la APP se divide por una serie de

secretasas, a-secretasa, B-secretasa (BACE), y y-secretasa (Presenilin 1y 2).
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Estudios genéticos nos demuestran dia a dia que las alteraciones que sufren las células, entonces
todos los sistemas organizados, son provocados por dafios arrastrados de generacion en
generacion, la Ilamada Herencia Familiar, pero también estdn de por medio los cambios
Epigenéticos que pueden tener mayor relevancia. En las enfermedades neurodegenerativas no es
la excepcion, pues la sobre produccion del AP en la enfermedad del Alzheimer finalmente
desencadenara dafios irreversibles en el sistema nervioso de los que la padecen. Esta
sobreproduccién de (Ap), puede influir de manera significativa en el desarrollo de la enfermedad,
activando de una manera irregular el funcionamiento de genes ya mencionados, acelerando
posiblemente el dafio neuronal o activando otras cascadas de sefializacion molecular que podrian

influir en otras patologias.

En el presente trabajo se buscd evaluar el efecto Neuroprotector de tres eco tipos de
Lepidium meyenii (Maca), en la expresion genética de PSEN1, BACEL y APP en células in vitro
de neuroblastoma humano SH-SY5Y. De esta forma, se determinara las respuestas celulares y
moleculares en la expresion de dichos genes que podria tener Lepidium meyenii sobre el estrés
que pueda ocasionar la proteina AB en las enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar el efecto de los extractos de tres ecotipos de Lepidium meyenii (maca) y N-
Benciloctadecadienamida (M75), en la expresion genética de PSEN1, BACEly
APP en células in vitro de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

Obijetivos Especificos

e Cuantificar la expresion genética de los genes APP, BACEL y PSENL1 de células in
vitro SH-SY5Y tratadas con el péptido B-A.

e Cuantificar la expresion genética de los genes APP, BACEL y PSENL1 de células in
vitro SH-SY5Y tratadas con extractos pentanicos de tres ecotipos de maca (amarilla,
negray roja).

e Comparar la expresion genética de los genes APP, BACE1 y PSEN1 de células in
vitro SH-SY5Y expuestas al péptido B-Amiloide, frente al tratamiento con tres
ecotipos de maca (amarilla, negra y roja). y N-Benciloctadecadienamida (M75)
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HIPOTESIS

e Dado que se atribuye a Lepidium meyenii diferentes propiedades bioldgicas, es
probable que los extractos de maca y N — Benciloctadecadienamida (M75), inhiba o
reduzca los cambios provocados por Beta Amiloide en la expresion genética en las
celulas SH-SY5Y.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1. Lepidium meyenii

Lepidium pertenece a la familia Brassicaceae (Cruciferas) y es, con 150 a 175 especies, el
género mas grande de la familia (1,2). La especie mas ampliamente distribuida es Lepidium
sativum L. cuyas plantulas son comestibles. El género tiene una distribuciéon mundial, con
excepcion de la Antértida, pero esta restringido a regiones tropicales y subtropicales,
mayoritariamente altas montafas. El género Lepidium tiene probablemente su origen en el
area mediterranea, donde se encuentra la mayor parte de las especies diploides (3, 4). La
revision mas reciente de las especies sudamericanas fue realizada por Hitchcock, quien
reconoce 42 especies. Lepidium comprende principalmente hierbas anuales y perennes, asi
como subarbustos y pequefios arbustos. Morfoldgicamente se caracteriza por sus frutos
dehiscentes (siliculas provistas de un tabique angosto), con el apice normalmente
emarginado, con valvas fuertemente cuneiformes; semillas péndulas con una testa muy
mucilaginosa, dos o cuatro (a veces seis) estambres, y nectarios cénicos (5, 6). En total se
reconocen 14 especies presentes en Peru, incluyendo L. meyenii y L. peruvianum. Al menos
seis especies silvestres, ademas de L. meyenii, han sido reportadas para el centro de Per(.
Aunque algunas de estas especies silvestres ocurren en simpatria con L. meyenii, no se sabe
cuales serian sus parientes mas cercanos. Un estudio molecular (RFLP, RAPD), con
muestras de diferentes procedencias, de tres especies silvestres (L. bipinnatifidum, L.
kalenbornii y L. chichicara) no encontré suficientes similitudes de estas especies silvestres
con las formas cultivadas de L. meyenii . Nada 0 muy poco se sabe acerca del origen de la

maca.
Morfologia:

L. meyenii es una planta bienal, raramente anual, con 6rgano reservante subterraneo y tallos
decumbentes (7). Los tallos estan escasamente ramificados, los ejes 3—10(—20) cm de
largo y provistos de una roseta basal. Las hojas son claramente dimorfas, las hojas de la
roseta son mas grandes, 3—8 cm de largo, carnosas, pinnatifidas hasta bipinnatisectas y
frecuentemente, mas o menos liradas. Las hojas caulinares en los botones florales son

reducidas, enteras, lobadas o profundamente crenadas. Las inflorescencias son paniculas
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(racimos compuestos), paucifloras, 1—2(—5) cm de largo y frecuentemente en parte
cubiertas de hojas. Para L. meyenii se indica que posee dos estambres con anteras
amarillentas de dehiscencia longitudinal y cuatro nectarios verdosos, ubicados en la base del
ovario, dos a cada lado de los estambres (8). Los frutos son siliculas, 4—5 mm de largo,
dehiscentes, con dos cavidades cuneadas, cada una de las cuales contiene una semilla. Las
semillas son aovadas, 2—2,5 mm de largo, de color rojo griséceo. El 6rgano reservante es
de 2—5 cm largo y es un poco dificil afirmar si es un tallo (hipocétilo) o raiz sin haber
estudiado la ontogenia de la planta; aunque es muy probable que la regidn de transicion entre
el tallo y la raiz asumiria la mayor parte de engrosamiento del érgano de reserva. Este 6rgano
corresponde a la parte comestible de la planta y puede ser blanco, amarillento o rosado y
hasta rojo.

Taxonomia. Dos nombres cientificos diferentes son empleados para la maca, cuya validez y
prioridad no es clara. EI nombre mas antiguo es Lepidium meyenii Walp. (9). La descripcion
original se basa en un espécimen (holotipo) que fue colectado en Perd, departamento de
Puno, cerca de Pisacoma, a una altitud cercana a los 5.000 m. Chacén, en un estudio tan
amplio como poco claro, separa la forma cultivada, Lepidium peruvianum G. Chacén de
Popovici, de la especie silvestre comestible L. Meyenii (8). Si bien el catalogo de la flora de
Pert menciona ambos nombres, el nombre L. peruvianum es escasamente reconocido por
otras fuentes y no se encontraba, hasta hace muy poco, por ejemplo, en el The International
Plant Names Index (). No existe una revision critica mas reciente del género Lepidium en
los Andes sudamericanos y las definiciones actuales se refieren en gran medida a Macbride

y Hitchcock (9). Los trabajos mas

1.1. DISTRIBUCION.

L. meyenii se distribuye en los Andes centrales de Perd, Bolivia y noroeste de Argentina.
En Per( esta especie tiene hoy en dia un area limitada de distribucion y cultivo. Esta
casi restringida a los departamentos de Junin y Pasco. Las areas de cultivo de mayor
extension se encuentran en los alrededores del lago Junin, cerca de Huayre,
Carhuamayo, Uco, Ondores, Junin, Ninacaca y Vicco. Posibles ocurrencias de
poblaciones silvestres (0 de poblaciones asilvestradas) se han sefialado para las

montafias de Ichuasi en Puno y para los sectores de Torata y Carumas en Moquegua. Se
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asume que el cultivo de la maca ya estaba ampliamente repartido en Per( en los siglos
XVI'y XVII. Probablemente la maca fue cultivada méas tempranamente, al menos en
Cusco y en la cuenca del lago Titicaca.

1.2. ECOLOGIA Y POSIBLES AREAS PARA EL CULTIVO.

Habitat. El cultivo de la maca se restringe a los territorios no arbolados de la vegetacion
de la puna, entre los (3.700—4.000—4.500 m. Estas zonas de vegetacion corresponden
a areas esteparias, relativamente infértiles de los pisos altoandinos, que se caracterizan
por fuertes vientos, alta radiacion solar y bajas temperaturas. Las temperaturas pueden
llegar a -10°C (26). La temperatura media diaria es de 18°C, la temperatura media
nocturna 8°C y la humedad relativa del aire promedio de 70%. La especie es, entre las
especies vegetales utiles, una de las mas tolerantes a las heladas y prospera incluso en
area de altitud, donde sdlo algunas otras gramineas alto andinas pueden crecer. Los
suelos del area de cultivo son normalmente acidos, con pH < 5. Crecimiento. La maca
es normalmente bienal. EI primer periodo de crecimiento finaliza con el desarrollo de
una roseta foliar basal visible y del 6rgano reservante, y dura casi siete meses (9). En el
segundo afio se forman los tallos florales, primero formandose unas pocas flores en el
centro de la roseta basal y otras aisladas en las axilas foliares, las que, sin embargo,
forman muy pocos frutos. Simultaneamente, en la base de la planta y debajo de las hojas,
se forman brotes generativos con flores reproductivas y formacion de frutos. Dentro de
los siguientes tres meses se forman, en los brotes generativos secundarios, racimos con
50-70 flores. La maca es principalmente auto polinizada (autdgama) y cleistogama,
aunque también se indica que durante su estado reproductivo presenta un largo periodo
de floracion y apertura de flores en series sucesivas (10). Los frutos se forman dentro
de un periodo de cinco semanas y luego comienzan a dispersarse las semillas. El
fructificacion tiene éxito en cerca de 85%. Una planta individual de maca produce hasta
14 gr de semillas (P1000 = 0,625 g). Las semillas germinan sin latencia bajo condiciones
himedas, a 25°C después de alrededor de una semana; sin embargo, bajo buenas
condiciones climaticas (humedad suficiente, pocas heladas, temperaturas Optimas
bajas), puede desarrollarse como una planta anual y completa todo el ciclo de vida en

un afio. En condiciones de laboratorio la maca completa el ciclo de vida en 11 meses.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

Fotoperiodo. Ensayos de cultivo en Estados Unidos han mostrado que la maca también
puede ser cultivada exitosamente en invierno en California (11). Podria ser igualmente
mostrado que el fotoperiodo no tiene influencia en el crecimiento y desarrollo, y que la
especie no necesita dias cortos para el desarrollo del nabo y de las flores y por lo tanto
es considerada neutral frente al fotoperiodo. Region de cultivo. Debido a los bajos
requerimientos térmicos, pero relativamente altas exigencias en la calidad del suelo
(nutrientes, humedad), su cultivo es probablemente posible en gran parte de la alta
cordillera de Peru. En los departamentos del norte (Cajamarca, Piura, Tumbes, San
Martin, Lambayeque y Amazonas) faltan, sin embargo, grandes extensiones de tierras
altas. Particularmente adecuadas parecen ser las partes alto andinas de los
departamentos La Libertad, Ancash, Junin, Huanuco, Apurimac, Ayacucho, asi como
de Cusco y de la parte oriental de Puno. Las zonas occidentales de los departamentos
Apurimac y Ayacucho, asi como de Puno serian, excepto en zonas bajas humedas,
demasiado secas para el cultivo. Un cultivo en suelos pobres en nutrientes, por ejemplo,
suelos arenoso-pedregosos de la Cordillera Negra (Ancash) no seria rentable. Las
tradicionales areas geograficas de cultivo de la maca se localizan en los Andes centrales
y en la meseta del Bombon, en los departamentos de Junin y Pasco, que al afio 2003
concentraban el 75 % de la produccion total nacional de maca; el 25 % restante se
produce en otros departamentos, tales como Ancash, Cajamarca, Huanuco,
Huancavelica, Ayacucho, Apurimac y Puno (10). Se indica que en estos ultimos
departamentos la produccién se ha limitado y es casi para autoconsumo o venta local
limitada (10).

1.3. CONSTITUYENTES QUIMICOS

Los hipocotilos secos de Maca poseen aproximadamente un rango de 13 a 16% de
proteinas, conteniendo una importante concentracion de aminoacidos esenciales. Un
estudio demostrd la cantidad de metabolitos primarios presentes en los hipocotilos secos
de Lepidium meyenii L. donde afirman el contenido de 10.2 % de proteinas, 59% de
carbohidratos, 2.2% de lipidos y 8.5% de fibra. También una cantidad de acidos grasos
insaturados (57.7%) como el &cido linoléico, el cual es el mas abundante, seguido por
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palmitico y oleico. Por otro lado, los acidos grasos saturados representan un 40.1%. La

tabla 1.4 muestra la composicion de aminoacidos presentes en el hipocétilo.

Tabla 1. Amino&cidos presentes en Lepidium meyenii.

Aminoacidos mg/g de proteina
Leucina 91.0
Arginina 99.4

Fenilalanina 5%3

Lisina 54.3
Glicina 68.3
Alanina 63.1
Valina 79.3

Isoluecina 47.4
Acido Glutamico 156.5
Serina 50.4
Acido Aspartico 91.7
Histidina 21.9
Treonina 33.1
Tirosina 30.6
Metionina 28.0

Hidroxiprolina 26.0
Prolina 0.5
Sarcosina 0.70

Fuente: Chemical composition of Lepidium meyenii L. [54]

Ademas, se ha reportado la presencia de minerales en los hipocotilos de Maca,
conteniendo hierro (16.6 mg/100g de materia seca), calcio (150 mg/100g de materia
seca), cobre (5.9 mg/100g de materia seca), zinc (3.8 mg/100g de materia seca), potasio
(2050 mg/100g de materia seca), entre otros [15, 55]. Lepidium meyenii L. posee una
diversidad de metabolitos secundarios como los macaenos que son acidos grasos
insaturados [56]. Poseen una fraccion esteroidea compuesta por [-sitosterol,
campesterol y estigmasterol [15]. Por otro lado, también se determind la presencia de
otras sustancias esteroideas como el brassicasterol (9.1%), ergosterol (13.6%),
campesterol (27.3%), ergostadienol (4.15%), and sitosterol (45.5%) [16]. Ademas, se
demostro la presencia de alcaloides en los hipocotilos de maca, algunos de ellos fueron

designados como macainas y de estos se han

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Lepidium meyenii L. posee una diversidad de metabolitos secundarios como los
macaenos que son &cidos grasos insaturados [56]. Poseen una fraccidn esteroidea
compuesta por B-sitosterol, campesterol y estigmasterol [15]. Por otro lado, también se
determind la presencia de otras sustancias esteroideas como el brassicasterol (9.1%),
ergosterol (13.6%), campesterol (27.3%), ergostadienol (4.15%), and sitosterol (45.5%)
[16].

» Los hipocotilos: Con respecto al valor nutricional de la maca, se ha determinado
que los hipocétilos secos de maca contienen aproximadamente un 13-16% de
proteinas y son ricos en aminoacidos esenciales 23. Por otra parte, los hipocétilos

frescos contienen un 80% de agua 24 asi como altas cantidades de hierro y calcio

» Glucosinolatos: Los glucosinolatos son una clase de tioglucidos caracteristicos de
las dicotileddneas, limitados a pocas familias, y en algunos casos a ciertos géneros
y especies 25. Estos son almacenados en diferentes tejidos de la planta,
constituyendo fuentes importantes de azufre y minerales 26. La maca contiene
Glucosinolatos como su principal metabolito secundario 27. La enzima mirosinasa,
presente tanto en el tejido dafiado de la planta, como en la microflora del tracto
digestivo en el humano, convierte este glucosinolato en un nimero importante de
compuestos quimicos incluyendo isotiocianatos28 (Fig. 2) los cuales pueden estar
presentes en los extractos de maca 29. Los glucosinolatos mas abundantes
detectados tanto en el hipocétilo fresco como seco y en las hojas de maca fueron el
glucosinolato aromatico, bencilglucosinolato (Fig. 3) 30,31,32. Li y Jhons han
reportado la presencia de pmetoxibencilglucosinolato 27,32 'y m-
metoxibencilglucosinolato 27,32, sin embargo, estudios realizados por Dini y
Piacente no muestran la presencia de pmetoxibencilglucosinolatos 31,32 El
principal componente de la maca parece ser el bencilglucosinolato 31. Estos
glucosinolatos pueden convertirse en isotiocianatos biolégicamente activos por
accion de su hidrolisis a bencil-isotiocianato (Fig. 4) y el p-metoxibencil
isotiocianato (Fig. 4) 32, siendo el contenido absoluto de glucosinolatos en los
hipocétilos frescos de maca relativamente] mayor a los reportados en otras
cruciferas 32
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> Acidos grasos poli insaturados: Los acidos grasos poli insaturados presentes en la
maca son llamados macaenos y macamidas (alcamidas benciladas) 29. Estos
incluyen tres nuevos compuestos: N-bencil octanamida; N-bencil-16 (R, S)-
hidroxi-9-ox010E,12E,14E-octadecatrienamida; y N-bencil-9,16-dioxo-
10E,12E,14Eoctadecatrienamida 29. Asi mismo, un derivado bencilado del 1,2-

dihidro-Nhidroxipiridina, llamado macaridina ha sido reportado en esta planta

» Esteroles: Los esteroles presentes en la maca son: [-sitosterol, campesterol y

stigmasterol.

» Carbolinas: Se ha reportado que el extracto n-butanolico de maca genera derivados
benzoilos del acido maleico: acido (1R, 3S)-1-metil-tetrahidro-B-carbolina-3-
carboxilico (Fig. 6), estos &cidos se generan por reacciones que se dan
generalmente en alimentos que son dependientes del pH y la temperatura 33. En las
Gltimas dos décadas se ha prestado mayor atencién a las tetrahidrocarbolinas por

sus efectos bioldgicos

» Flavonoides: Entre los flavonoides presentes en la maca destacan el flavonol y la

quercetina.

» Alcaloides: Los alcaloides constituyen una variada y amplia familia de metabolitos
secundarios, importantes debido a sus propiedades farmacologicas, siendo los
metabolitos méas frecuentes en el reino vegetal. Se clasifican como alcaloides a
aquellas sustancias alcalinas con uno o mas atomos de nitrégeno en su sistema
ciclico que poseen actividad farmacoldgica 38. En la maca se han encontrado dos
compuestos nuevos, dos alcaloides imidazdlicos (Lepidilina A y Lepidilina B)
aislados a partir de los extractos de los hipocotilos de la planta, estos han sido
guimicamente identificados como 1) Clorhidrato de 1,3-dibencil-4,5-
dimetilimidazol y 2) Clorhidrato de 1,3-dibencil2,4,5-trimetilimidazol (Fig. 7).

Otros compuestos presentes en la maca han sido la uridina y el acido malico33, asi
como las prostaglandinas 30 y las antocianinas 40 siendo estas las responsables del

color externo de los hipoco6tilos de maca.
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» Macaenos y Macamidas Definicion Se denominan Macaenos y Macamidas a
ciertos &cidos grasos poliinsaturados y sus correspondientes amidas presentes en la
raiz de Maca, tales como el &cido 5- oxo-(6E, 8E)-octadienoico y su
correspondiente Macamida gue se presentan en la figura 12. Ademas, en las raices
de la maca se han encontrado otras Macamidas, como se indican en la tabla 1
(Castafio, 2008). El contenido de estos compuestos varia mucho en diferentes
muestras de Maca. En Maca seca el contenido de Macaenos oscila entre 0.09% y
0.45% y el de Macamidas entre 0.06% y 0.52% (Castafio, 2008). Algunos autores
los refieren como marcadores quimicos para la estandarizacion de la Maca y sus

extractos (Gonzales, 2006)

O

/\/\/\/\/\/\/lk/\/(.u-‘"

Acido 5-oxo-(6E,8E)-octadienoico
Macaeno
O r ‘
/\/\/\/\/\/\/l\/\/“ "\"\/Q
N-bencil-5-oxo0-(6E,8E)-octadecadienamida

Macamida

Figura 1 Estructura de un Macaeno y su correspondiente Macamida (8)

Tabla 2 Macamidas presentes en Lepidium meyenii

N-Bencil-pentadecanamida N-(3-Metoxibencil)-9Z-octadecanamida
N-Bencil-hexadecanamida N-Bencil-(15Z)-tetracosenamida
N-(3-metoxibencil)-hexadecanamida N-Bencil-9-0x0-(12Z)-octadecenamida
N-Bencil-heptadecanamida N-Bencil-9-0x0-(12Z,15Z)-octadecadienamida
N-Bencil-octadecanamida N-Bencil-(9Z,12Z)-octadecadienamida

N-Bencil-13-0x0-(9E,1 1E)-octadecadienamida | N-(3-Metoxibencil)-(9z-12Z)-octadecadienamida

N-Bencil-5-0x0-(6E,8E)-octadecadienamida N-Bencil-(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienamida
N-Bencil-(9Z)-octadecenamida N-(3-Metoxibencil)-(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienamida
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» Actividades bioldgicas de los Macaenos y Macamidas

Algunos autores sugieren que este grupo de compuestos son biolégicamente activos
y participan en la mejora de la actividad sexual (Castafio,2008). Se considera que
de todos los componentes de la Maca los Unicos que tiene una elevada solubilidad
en pentano son los Macaenos y Macamidas. En estudios se ha demostrado las
propiedades neuroprotectoras del extracto de pentano, pero el mecanismo de accion

es desconocido (Hui, et. al, 2013).

1.4. VARIEDADES DE MACA

En estudios realizados en Carhuamayo, Departamento de Junin, se reportaron la
presencia de 13 variedades de Maca cuyos colores varian desde el blanco hasta el negro.
La variedad mas frecuentemente observada es la amarilla (47,8%). Varios autores
mencionan a estas variedades definidas por diferentes colores externos como ecotipos,
pero en sentido estricto, ecotipo se refiere a una misma variedad que crece en pisos
ecoldgicos diferentes. La Maca de diferentes colores crecen en el mismo terreno y mas
deberian Ilamarse cromotipos para diferenciarlos por colores, asi como existen
quimiotipos (cuando se diferencian solo por metabolitos secundarios). Un ejemplo de
quimiotipos lo constituye la Uncaria Tomentosa con diferentes patrones de alcaloides.
Un tipo contiene oxindoles pentaciclicos, mientras que el segundo contiene oxindoles
tetraciclicos. Desde el punto de vista morfoldgico son idénticos. En relacion con la Maca
no se han descrito ain quimiotipos, lo cual no quiere decir que no existan (Gonzales,
2006). Es preciso comentar que las diferentes coloraciones externas de las raices de
«Maca» se deben principalmente a la presencia de las denominadas antocianinas* y
probablemente a la existencia de xantofilab5 *, que son pigmentos ampliamente
distribuidos en los vegetales superiores, confiriéndoles a estos una coloracion amarilla,
roja o azul (Figura 2) (Obregon, et al., 2006)
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Figura 2 Lepidium meyenii (8)
2. GENOMAS

2.1. GENOMA EUCARIOTA

El genoma de un organismo se define como la totalidad del ADN de sus cromosomas y
los genes que este contiene. Las organelas de los eucariotas (mitocondrias y plastidios)
también contienen ADN. Por lo tanto, se puede hablar de genoma mitocondrial o
genoma plastidico para diferenciarlos del genoma nuclear. Todos los individuos de una
misma especie tienen distribuido su genoma en un numero caracteristico de
cromosomas. Por ejemplo, las células somaticas de los humanos tienen 46 cromosomas.
Sin embargo, no somos la Unica especie en tener esa cantidad de cromosomas; algunas
especies de animales y vegetales también tienen 46 cromosomas. Por otro lado, el
tamarfio del genoma no presenta una relacion directa con la complejidad del organismo.
Las células humanas, por ejemplo, tienen un genoma unas 700 veces mas grande que el
de la bacteria E. coli, pero las células de algunos anfibios y plantas poseen un genoma
30 veces mayor que el de las humanas. Todo esto indica que no es el tamafio del genoma
o el nimero de cromosomas lo que hace Unica a cada especie, sino la informacion
especificada en los genes de esos cromosomas. Es el orden particular de las bases
purinas o pirimidinas, es decir, la secuencia de ADN, la que especifica la exacta
instruccion para generar un organismo particular. Como se analizara en detalle luego,

no todo el genoma de un organismo lleva informacion para sintetizar una molécula de
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ARN funcional. Asi, en la mayoria de los genomas de los vertebrados, los genes no se
encuentran yuxtapuestos, sino que estan separados por largos segmentos de ADN que
constituyen las regiones intergénicas. Estas regiones representan alrededor de un 70 %
del total del genoma. Por otro lado, las secuencias de genes eucariotas que codifican
proteinas habitualmente no son continuas, sino que estan interrumpidas por secuencias
no codificantes. Las secuencias no codificantes se denominan intrones y las secuencias
codificantes, exones. En consecuencia, los intrones, presentes en el genoma, estan
ausentes en el ARNm y, por lo tanto, no se traducen en proteinas. Los exones son los
segmentos que estan presentes en el genoma, en el ARNm precursor nuclear (pre-
ARNmM), permanecen en el ARNm maduro citoplasmatico y son traducidos en proteinas.
En la pégina siguiente se puede ver la organizacion tipica de los genes en un cromosoma
de vertebrado. El conocimiento de la organizacion general del genoma de varias
especies demostro las similitudes y diferencias estructurales existentes entre ellas, pero
también plante6 el desafio de conocer la secuencia de nucleétidos completa del genoma
de una especie en particular. Estos emprendimientos cientificos son conocidos como
Proyectos Genoma y sus aplicaciones tienden a resolver problemas de la medicina, la
biotecnologia, las fuentes de energia, etc. En la actualidad se han completado los
Proyectos Genoma de varias especies, entre ellas el de la mostaza silvestre (Arabidopsis
thaliana), el de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), el del gusano
(Caenorhabditis elegans), el del ratén (Mus musculus) y el del humano (Homo sapiens).
(12)

2.2. GENES

Segun el contexto en que se analiza, un gen puede ser definido de diferentes maneras.
Desde el punto de vista mendeliano, un gen es una unidad de herencia que determina
una caracteristica fenotipica. De acuerdo con la teoria cromosémica de la herencia, es
posible asignar cada uno de los genes de un organismo a un locus especifico en los
cromosomas, por lo que algunas veces se usa el termino locus como sinénimo de gen.
La biologia celular define gen como una unidad de informacion determinada por una
secuencia especifica de nucleétidos que se halla en un sitio particular de un cromosoma.

Todas estas definiciones son utiles, pero no abordan el aspecto funcional. En 1909, el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

fisico britanico Archibald Garrod fue el primero en sugerir que los genes dictan los
fenotipos por medio de enzimas que catalizan procesos quimicos especificos en una
célula. Posteriormente, en 1940, Tatum sugirié entonces la hipotesis un gen: una
enzima. Para explicar el origen de las proteinas que no son enzimas y las formadas por
mas de un tipo de unidad, fue necesario adoptar una expresion mas exacta y global de
lo que es un gen y asi se propuso la hipétesis un gen: un polipéptido. Aun esta definicion
debe ser refinada y ampliada. Por un lado, la mayoria de los genes eucariotas contienen
intrones que pueden ser procesados de manera regulada mediante splicing alternativo;
por otro lado, existen largas porciones de esos genes que no poseen un segmento
correspondiente a un polipéptido —por ejemplo, las regiones 5' y 3' UTR, la cola de
poli(A)—. También es aceptado que las regiones promotoras y las secuencias
reguladoras, que no son transcriptas a ARN, son parte de un gen funcional ya que deben
estar presentes para que ocurra la transcripcion. Ademas, una definicion molecular
deberia ser lo suficientemente amplia como para incluir el ADN que lleva la informacion
para sintetizar ribozimas, ARNr, ARNt y snARN. Una definicién mas adecuada de gen

seria "una region del ADN requerida para la sintesis de un ARN funcion (12).

2.3. LA EXPRESION GENICA

La informacidn genética de una célula esta contenida en su ADN, el cual contiene la
informacidn necesaria para crear miles de moléculas diferentes y, con ello, conformar

un individuo completo.

Un organismo procariotico, como una bacteria, consta de millones de nucledtidos, en
tanto que uno eucariotico, como el ser humano, de varios billones. A pesar de contener
toda esa informacion, la célula s6lo expresa una fraccion de sus genes, lo que le otorga
un fenotipo caracteristico. Asi, cada uno de los 10 000 tipos de células que constituyen
los organismos multicelulares expresan genes diferentes.

Aunque los diversos tipos de células en un organismo multicelular contienen la misma
informacion genética, su estructura y funcion difieren ampliamente. Una neurona y un
linfocito, por ejemplo, son muy diferentes, por lo que es dificil pensar que estas dos
células contienen el mismo genoma como sucede en realidad. Por esta razén, se creia

que los genes se perdian cuando las células se diferenciaban. Ahora se sabe que las
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células de un organismo multicelular son distintas porque sintetizan diferentes ARN

mensajeros (ARNm) y, por ende, diferentes proteinas a partir del mismo genoma.

El término expresion génica se refiere al proceso mediante el cual la informacion
codificada en un gen se transcribe en uno o varios ARN funcionales. La expresion de
un gen se inicia con el proceso de transcripcion controlado por proteinas
denominadas factores transcripcionales, regulados por sefiales recibidas por las células,
y concluye con la produccién de un ARN funcional y, posteriormente, en el caso de los
ARNmM, con la traducciéon de una proteina madura y activa. Los factores
transcripcionales son proteinas de unién al ADN que reconocen una secuencia
especifica y se requieren para el encendido y apagado de los genes. La expresion de un
gen se regula en diferentes niveles, desde su inicio hasta su terminacion. (13)

2.3.1. ¢Como se expresan los genes?

Unos afios después de haber propuesto el modelo estructural del ADN, Francis Crick
propuso "el dogma central de la biologia molecular”, que dice que la informacion
fluye en el sentido: ADNJARNJ proteina. Segln sus palabras, "una vez que la
informacion pas6 a una proteina no puede salir nuevamente”. Este flujo de la
informacidén consta de dos etapas: primero, en la transcripcion, se copia la
informacidn de la secuencia de ADN en informacidn correspondiente a una secuencia
de ARN. Luego, durante la traduccion, esta informacion se traduce en una secuencia
de aminoacidos, es decir, una proteina. Si bien el flujo de la informacion es en un
solo sentido, en algunos casos la transcripcion puede ser invertida: ARNJADN. Esta
reaccion ocurre mediante enzimas especificas llamadas transcriptasas reversas,
presentes, por ejemplo, en los retrovirus como el VIH. Sin embargo, la traduccion
nunca puede ser invertida. Es decir, la informacién contenida en una proteina no
puede pasar al ADN. Esto explica por qué no es posible heredar los caracteres
adquiridos de los progenitores. ¢ Como pasa la informacion del nicleo (donde esté el
ADN) a las proteinas (que son sintetizadas en el citoplasma)? ¢Cual es la relacion
entre una secuencia de nucledtidos especifica y la secuencia de aminoacidos en una
proteina? Para responder a estos interrogantes, Crick postuld la existencia de

moléculas mensajeras y moléculas adaptadoras. Hoy sabemos que esas moléculas
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son distintas clases de ARN. EI ARN es un &cido nucleico muy semejante al ADN,

pero entre ambas moléculas hay diferencias:

» El azdcar que compone el ARN es ribosa, en lugar de desoxirribosa.
» Enlugar de timina, el ARN contiene una pirimidina relacionada, el uracilo (U).
> EI ARN se encuentra como cadena simple y no forma una estructura helicoidal

regular como el ADN.

A pesar de esto ultimo, algunas moléculas de ARN presentan una estructura
secundaria, es decir que ciertas zonas de la molécula pueden formar bucles o doble
cadena por apareamiento de bases dentro de la misma molécula. Todas las células
tienen diferentes clases de ARN. Los tres mas importantes son el ARN ribosomal
(ARNr) —se encuentra en los ribosomas, que es el lugar fisico donde ocurre la
traduccion—, el ARN mensajero (ARNm) —pasa del nticleo al citoplasma llevando la
informacién desde los cromosomas hacia el ribosoma para dirigir la sintesis
proteica— y el ARN de transferencia (ARNt) —transporta los aminoacidos al ribosoma
para ser utilizados durante la traduccion; son las moléculas adaptadoras entre
nucledtidos y aminoacidos—. Estos tres tipos de ARN, junto con proteinas
ribosomales y ciertas enzimas, constituyen el sistema que lleva a cabo la lectura del

mensaje genético y la produccién de una proteina.

2.3.2. 2.3.2 El proceso de Transcripcion

Todas las moléculas de ARN son sintetizadas por el proceso de transcripcion a partir
de una secuencia de ADN, en reacciones catalizadas por ARN polimerasas. Estas
enzimas operan moviéndose en direccion 3'J5' a lo largo de la cadena molde de ADN,
sintetizando una nueva cadena de ribonucledtidos en la direccion 5'J3'. Esa cadena
de ARN recién sintetizada se Ilama transcripto primario o pre-ARNm. Como
resultado, la secuencia de nucle6tidos del transcripto primario es antiparalela y
complementaria de la secuencia de ADN de la que es transcripta. Es importante
destacar que una molécula de ARN se copia s6lo de una de las dos cadenas de ADN.
Entonces, si solo una hebra de ADN se transcribe, ;como selecciona la ARN
polimerasa la hebra correcta de ADN? La enzima reconoce en cada gen una secuencia
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determinada de nucledtidos, el promotor, y se une a ella. Esta union establece el sitio
donde comienza la transcripcion y el sentido de avance de la ARN polimerasa. Dado
que esta enzima solo puede fabricar ARN en sentido 5'J3', una vez fijado el sentido
de avance, solo puede transcribirse la hebra de ADN que corre en sentido 3'J5'". La
otra hebra, que posee la secuencia complementaria y corre en sentido 5'J3', no es
reconocida por laenzimay, por lo tanto, no es transcripta a ARN. La ARN polimerasa
reconoce y se une al promotor y esto hace que la doble hélice de ADN se abra y
comience la transcripcion. Luego, la enzima va afiadiendo ribonucleétidos,
moviéndose a lo largo de la cadena molde, desenrollando la hélice y exponiendo
nuevas regiones con las que se aparearan los ribonucledtidos complementarios. La
cadena de ARN en crecimiento permanece brevemente unida por puentes de
hidrogeno al ADN molde (s6lo 10 o 12 ribonucleétidos estan unidos al ADN en

cualquier instante dado) y luego se desprende como una cadena simple.

2.3.3. ¢Como se traduce el mensaje genético?

Finalizada la transcripcion, las modificaciones de los extremos 5'y 3' y el splicing,
el ARNm es exportado al citoplasma donde se traduce el mensaje. Durante la
traduccion, el orden de nucleétidos del ARNm especifica el orden de amino&cidos en
un polipéptido. De acuerdo con el codigo genético, cada triplete o codén en el ARNm
codifica un aminoacido en particular. EI cédigo genético estd compuesto por 64
codones: 61 de ellos especifican aminoacidos y los otros 3 son iniciacidn se completa
cuando la subunidad ribosémica grande se une a estas estructuras. El ribosoma
armado contiene ahora 3 sitios: A, P y E; en este momento, el complejo ARNt-MET
ocupa el sitio P y los sitios A y E quedan vacantes. La elongacion comienza cuando
un segundo aminoacil-ARNt se coloca en el sitio A y su anticoddn se acopla con el
ARNmM. Se forma un enlace peptidico entre los dos aminoacidos. Lo interesante es
que esta reaccion es catalizada por un pequefio ARN presente en la subunidad mayor
del ribosoma. A estos ARN con actividad enzimética se los denomina ribozimas. Al
mismo tiempo que ocurre la union de dos aminodcidos se rompe el enlace entre el
primer aminodcido y su ARNt. El ribosoma se mueve a lo largo de la cadena de
ARNmM en una direccion 533", y el segundo ARN, con el dipéptido unido (peptidil-
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ARNIL), se mueve desde el sitio A al sitio P. El primer ARNt se mueve hacia el sitio
E y se desprende del ribosoma, dejando el aminoacido que transportaba en el péptido
en formacion. En suma, durante la elongacion del péptido, el sitio A une el aminoacil-
ARNt correspondiente al aminoacido que debera incorporarse al péptido en
formacion, el sitio P une el peptidil-ARNLt y el sitio E es el sitio de salida para el
ARNLt que estuvo previamente unido al sitio P. Un tercer aminoacil-ARNt se coloca
en el sitio A y se forma otro enlace peptidico. La cadena peptidica naciente siempre
estd unida al ARNt que se estd moviendo del sitio A al sitio P, y el aminoacil-ARNt
entrante siempre ocupa el sitio A. Este paso se repite unay otra vez incorporando los
distintos aminoacidos hasta que se completa el polipéptido. La terminacion ocurre
cuando el ribosoma alcanza un codon de terminacion, el polipéptido se escinde del
tltimo ARNt y el ARNt se desprende del sitio E. El sitio A es ocupado por un factor

de liberacién que produce la disociacion de las dos subunidades del ribosoma.

3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERSA EN TIEMPO REAL (qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las mas poderosas tecnologias en
biologia molecular. Usando PCR, secuencias especificas dentro de una plantilla de ADN o
ADNc pueden ser copiado, o "amplificado”, muchos miles a un millobn usando
oligonucle6tidos especificos de secuencia, ADN termoestable polimerasa y ciclo térmico.
En tradicional (punto final) PCR, deteccion y cuantificacion de la amplificada secuencia se
realizan al final de la reaccion después el Gltimo ciclo de PCR, e implican analisis posteriores
a la PCR tales como electroforesis en gel y andlisis de iméagenes. En tiempo real PCR
cuantitativa (QPCR), el producto de PCR se mide en cada ciclo. Al monitorear las reacciones
durante la amplificacion exponencial fase de la reaccion, los usuarios pueden determinar la
cantidad inicial del objetivo con gran precision. PCR tedricamente amplifica el ADN
exponencialmente, duplicando el nimero de moléculas diana con cada amplificacion ciclo.
Cuando se desarrolld por primera vez, los cientificos razonaron que la cantidad de ciclos y
la cantidad de producto final de PCR podria usarse para calcular la cantidad inicial de
genética material en comparacion con un estandar conocido. Dirigirse la necesidad de una

cuantificacién robusta, la técnica del tiempo real PCR cuantitativa fue desarrollado.
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Actualmente, la PCR punto final se usa principalmente para amplificar ADN especifico para

la secuenciacion, clonacion y uso en otras técnicas de biologia molecular. (13)

En la PCR en tiempo real, la cantidad de ADN se mide después de cada ciclo a través de
tintes fluorescentes que producen aumento en la sefial fluorescente en proporcion directa al
numero de moléculas de producto de PCR (amplicones) generadas. Datos recogidos en la
fase exponencial del rendimiento de la reaccion brinda informacion cuantitativa sobre la

cantidad de inicio del objetivo de amplificacion.
Reporteros fluorescentes utilizados en tiempo real.

La PCR incluye el enlace de ADN bicatenario (ADNdSs) colorantes o moléculas de colorante
unidos a cebadores o sondas de PCR que se hibrida con productos de PCR durante la
amplificacion. EI cambio en la fluorescencia en el transcurso de la reaccion se mide con un
instrumento que combina térmica ciclaje con capacidad de escaneo de tinte fluorescente. Al
trazar fluorescencia contra el nimero de ciclo, la PCR en tiempo real instrumento genera un
diagrama de amplificacion que representa la acumulacion de producto durante la duracion
de la totalidad Reaccion de PCR.

Las ventajas de la PCR en tiempo real incluyen:

» Capacidad para controlar el progreso de la reaccion de PCR tal como ocurre en tiempo
real.

» Capacidad de medir con precision la cantidad de amplicon en cada ciclo, lo que permite
una cuantificacion altamente precisa de la cantidad de material de partida en muestras.

» Un mayor rango dinamico de deteccion.

» La amplificacion y la deteccion se producen en un solo tubo, lo que elimina las
manipulaciones posteriores a la PCR Durante los Gltimos afios, la PCR en tiempo real
se ha convertido en la herramienta lider para la deteccion y cuantificacion de ADN o
ARN.

Usando estas técnicas, puede lograr una deteccion precisa que sea precisa dentro de un rango
de 2 veces, con un rango dindmico de material de entrada que abarca de 6 a 8 drdenes de
magnitud.
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3.1. Pasos de la PCR en tiempo real

Hay tres pasos principales que componen cada ciclo en una reaccion de PCR en tiempo

real. Las reacciones generalmente se realizan durante 40 ciclos.

A. Desnaturalizacion: La incubacion a alta temperatura se usa para "Derretir" el ADN
bicatenario en hebras Unicas y aflojar la estructura secundaria en ADN
monocatenario. La temperatura mas alta que la ADN polimerasa puede resistir se
usa tipicamente (generalmente 95 ° C) el tiempo de desnaturalizacion puede
aumentarse si la plantilla GC el contenido es alto.

B. Hibridacién: Durante el recocido, complementario secuencias tienen la
oportunidad de hibridar, por lo que una la temperatura adecuada se utiliza que se
basa en la temperatura de fusién calculada (Tm) de los cebadores (tipicamente 5 °©

C por debajo de la Tm del cebador).

C. Extensién: A 70-72 ° C, laactividad del ADN la polimerasa es 6ptima y se produce
la extension del cebador a velocidades de hasta 100 bases por segundo. Cuando un
amplicon en PCR en tiempo real es pequefio, este paso es a menudo combinado con

el paso de recocido, utilizando 60 ° C como temperatura.

3.2. QRT-PCR de dos pasos

PCR de transcriptasa inversa cuantitativa en dos pasos (QRT-PCR) comienza con la
transcripcion inversa del ARN total o poli (A) ARN en ADNc utilizando una
transcriptasa inversa (RT). Esta primera sintesis de la sintesis de ADNc puede
prepararse usando cebadores aleatorios, oligo (dT) o cebadores especificos de genes

(GSP) Para dar una representacion igual de todos los objetivos en aplicaciones de PCR
en tiempo real y para evitar el sesgo 3 de cebadores oligo (dT), muchos investigadores

usan cebadores aleatorios o una mezcla de oligo (dT) y cebadores aleatorios.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

La temperatura utilizada para la sintesis de ADNc depende en la enzima RT elegida.
Después de la transcripcion inversa, aproximadamente el 10% del cDNA se transfiere a
un tubo para la reaccion de PCR en tiempo real. (14)

3.3. QRT-PCR de un paso

QRT-PCR de un solo paso combina el cDNA de primera cadena reaccion de sintesis y
reaccion de PCR en tiempo real en el mismo tubo, simplificando la configuracion de la
reaccion y reduciendo la posibilidad de contaminacién Cebadores especificos de genes
(GSP) son requeridos. Esto es porque usa oligo (dT) o aleatorios cebadores generaran
productos no especificos en un solo paso procedimiento y reducir la cantidad de

producto de interés

3.4. Descripcion general de los componentes de PCR en tiempo real

Esta seccion proporciona una vision general de la reaccién principal componentes y
pardmetros involucrados en PCR en tiempo real experimentos. Una discusion mas
detallada de componentes como tintes informadores, tintes pasivos de referencia y

uracilo ADN glicosilasa (UDG) se proporciona en posteriores secciones de este manual.
ADN polimerasa

El rendimiento de PCR a menudo esta relacionado con el termoestable ADN polimerasa,
por lo que la seleccién de enzimas es fundamental para éxito. Uno de los principales
factores que afectan la especificidad de la PCR es el hecho de que la Tag ADN
polimerasa tiene actividad residual a bajas temperaturas Los cebadores pueden
aparearse inespecificamente al ADN durante la configuraciéon de la reaccion,
permitiendo que la polimerasa sintetizar producto no especifico. El problema de lo
inespecifico los productos resultantes de un cebado incorrecto pueden minimizarse
mediante el uso de una enzima de "inicio en caliente". Usando una enzima de inicio en
caliente asegura que la ADN polimerasa no esta activa durante la reaccion configuracion

y el paso inicial de desnaturalizacién del ADN. (14)
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La transcriptasa inversa

La transcriptasa inversa (RT) es tan critica para el éxito de gRT-PCR como la ADN
polimerasa. Es importante elija un RT que no solo proporcione altos rendimientos de

longitud completa ADNCc, pero también tiene buena actividad a altas temperaturas.

El rendimiento a altas temperaturas también es muy importante para la desnaturalizacion
del ARN con estructura secundaria. En qRT-PCR de un paso, una RT que conserva su
actividad a una mayor temperatura le permite usar un GSP con un alto punto de fusion

temperatura (Tm), aumentando la especificidad y reduciendo fondo.
dNTPs

Es una buena idea comprar tanto los dNTP como ADN polimerasa termoestable del
mismo proveedor, ya que no es raro ver una pérdida en la sensibilidad de uno ciclo de
umbral completo (Ct) en experimentos que emplean estos reactivos de proveedores

independientes.
Concentracion de magnesio

En PCR en tiempo real, cloruro de magnesio o magnesio el sulfato se usa tipicamente a
una concentracion final de 3 mM. Esta concentracion funciona bien para la mayoria de

los objetivos; sin embargo, la concentracion dptima de magnesio puede variar entre
3y 6 mM.
Buena técnica experimental

No subestimes la importancia del buen laboratorio técnica. Lo mejor es usar equipo
dedicado y soluciones para cada etapa de las reacciones, desde la preparacion de la
plantilla para el andlisis posterior a la PCR. El uso de aerosolbarrier las puntas y los
tubos con tapa de rosca pueden ayudar a disminuir problemas de contaminacién cruzada.
Para obtener datos ajustados de réplica (idealmente, triplicados), prepare una mezcla
maestra que contiene todos los componentes de reaccion excepto la muestra. El uso de
una mezcla maestra reduce el nimero de pasos de pipeteo y, en consecuencia, reduce
las posibilidades de cross-well contaminacion y otros errores de pipeteo. (14)
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Templado

Use de 10 a 1,000 copias de acido nucleico modelo para cada reaccion de PCR en tiempo
real. Esto es equivalente a aproximadamente 100 pg a 1 ug de ADN genémico, 0 ADNc
generado a partir de 1 pg a 100 ng de ARN total. El exceso de plantilla también puede
traer mayores niveles de contaminantes que pueden reducir en gran medida la PCR

eficiencia. Dependiendo de la especificidad de los cebadores de PCR

para ADNCc en lugar de ADN gendmico, puede ser importante tratar plantillas de ARN
para reducir la posibilidad de que contengan contaminacion de ADN gendmico. Una

opcidn es tratar la plantilla con DNasa I.

El ARN puro e intacto es esencial para una larga duracion y alta calidad sintesis de
cDNA y puede ser importante para la precision cuantificacion de ARNm. EI ARN debe
estar desprovisto de cualquier La contaminacion por RNasa y las condiciones asépticas

deben mantenido. EI ARN total generalmente funciona bien en gRT-PCR;

el aislamiento del ARNm no suele ser necesario, aunque puede mejorar el rendimiento
de ADNc especificos. (14)

3.5. Tecnologia de analisis de PCR en tiempo real

Linea Base

La linea base de la reaccion de PCR en tiempo real se refiere al nivel de sefial durante
los ciclos iniciales de PCR, generalmente ciclos 3 a 15, en el que hay poco cambio en
la sefial fluorescente. La sefial de bajo nivel de la linea de base se puede equiparar al
fondo o el "ruido" de la reaccién (Figura 2). La linea de base en PCR en tiempo real se
determina empiricamente para cada reaccion, por analisis del usuario o analisis
automatizado de el diagrama de amplificacion. La linea base debe establecerse
cuidadosamente para permitir la determinacion precisa del ciclo umbral (Ct), definido a
continuacion. La determinacion de referencia deberia tomar en cuenta ciclos suficientes
para eliminar el fondo encontrado en los primeros ciclos de amplificacion, pero no
deberia incluir los ciclos en los que comienza la sefial de amplificacion para elevarse

por encima del fondo. Al comparar diferentes tiempos reales. Reacciones de PCR o
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experimentos, la linea de base debe ser definido de la misma manera para cada uno
(Figura 2).

Umbral (THRESHOLD)

El umbral de la reaccién de PCR en tiempo real es el nivel de sefial que refleja un
aumento estadisticamente significativo sobre la sefial de referencia calculada (Figura 2).

Esta organizado para distinguir la sefial de amplificacion relevante de la

fondo. Por lo general, software de instrumento de PCR en tiempo real establece
automaticamente el umbral en 10 veces el estandar desviacién del valor de fluorescencia

de la linea de base.

Sin embargo, la posicion del umbral se puede establecer en cualquier punto en la fase
exponencial de PCR. (14)

Ciclo Umbral (Ct)

El ciclo de umbral (Ct) es el numero de ciclo en el que la sefial fluorescente de la
reaccion cruza el umbral. El Ct se usa para calcular el nimero de copia de ADN inicial,
porque el Ct es el valor esta inversamente relacionado con el comienzo cantidad de

objetivo. Por ejemplo, al comparar en tiempo real

Resultados de PCR de muestras que contienen diferentes cantidades de objetivo, una
muestra con el doble de la cantidad inicial dara como resultado un Ct con un ciclo antes
que una muestra con el doble de la cantidad de copias del objetivo, relativas a una
segunda muestra, tener un Ct un ciclo anterior al de la segunda muestra. Esto supone
que la PCR esta funcionando con una eficiencia del 100% (es decir, la cantidad de

producto se duplica a la perfeccion durante cada ciclo) en ambas reacciones.

A medida que la cantidad de la plantilla disminuye, el nimero de ciclo en cuya

amplificacion significativa se ve aumenta. Con un Serie de dilucion 10 veces, el Ct
los valores estan ~ 3.3 ciclos de diferencia.
Curva estandar

Una serie de diluciones de concentraciones de plantillas conocidas puede ser utilizado

para establecer una curva estdndar para determinar la inicial cantidad de inicio de la
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plantilla de destino en muestras experimentales o para evaluar la eficiencia de la

reaccion (Figura 4). El registro de cada concentracion conocida en la serie de dilucion

(eje x) se traza contra el Ct valor para esa concentracion (eje y) A partir de esta curva
estandar, informacion sobre el rendimiento de la reaccion, asi como varias reacciones
parametros (incluyendo pendiente, interseccion de y, y correlacion coeficiente) puede
derivarse. Las concentraciones elegidas para la curva estandar deben abarcar lo esperado

rango de concentracién del objetivo en el experimento
muestras. (14)
Coeficiente de correlacion (R?)

El coeficiente de correlacion es una medida de qué tan bien los datos se ajustan a la
curva estandar. EI R2 valor refleja la linealidad de la curva estandar. Idealmente, R%=1,

aunque 0.999 es generalmente el valor maximo.
Intercepto Y

El intercepto y corresponde al limite tedrico de deteccion de la reaccion, o el Ct valor
esperado si el nUmero mas bajo de copias de las moléculas diana indicadas en el eje x,

dio lugar a una amplificacion estadisticamente significativa.

Aunque PCR es tedricamente capaz de detectar un solo copia de un objetivo, un nimero
de copia de 2-10 es comUnmente especificado como el nivel objetivo méas bajo que
puede ser fiable cuantificado en aplicaciones de PCR en tiempo real. Esto limita la
utilidad del valor del intercepto en y como una medida directa de sensibilidad. Sin
embargo, el valor del intercepto y puede ser atil para comparando diferentes sistemas

de amplificacién y objetivos. (14)
Fase exponencial

Es importante cuantificar su reaccién de PCR en tiempo real en la primera parte de la
fase exponencial en comparacion con en los ciclos posteriores o cuando la reaccion
alcanza la meseta. En el a partir de la fase exponencial, todos los reactivos estan todavia
en exceso, la ADN polimerasa sigue siendo altamente eficiente, y el producto de
amplificacion, que esta presente en una cantidad baja, no competira con las capacidades
de recocido de los cebadores. Todos estos factores contribuyen a datos mas precisos.
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Eficiencia

Una eficiencia de PCR del 100% corresponde a una pendiente de -3,32, como lo
determina la siguiente ecuacion: Eficiencia = 10 (-1 / pendiente) -1. Idealmente, la
eficacia (E) de una reaccion de PCR deberia ser del 100%. lo que significa que la
plantilla se duplica después de cada ciclo térmico durante la amplificacion exponencial.
La eficiencia real puede dar informacion valiosa sobre la reaccion. Factores
experimentales tales como la longitud, estructura secundaria y GC el contenido del
amplicén puede influir en la eficiencia. Otras condiciones que pueden influir en la
eficiencia son las dinamicas de la reaccion en si, el uso de reactivo no Optimo
concentraciones y calidad de la enzima, lo que puede eficiencias por debajo del 90%.
La presencia de inhibidores de PCR en uno o mas de los reactivos puede producir
eficiencias de mas del 110%. Una buena reaccion deberia tener una eficiencia entre 90%

y 110%, que corresponde a un pendiente de entre -3.58 y -3.10. (14)
Gama dindmica

Este es el rango sobre el cual un aumento en comenzar la concentracion material da
como resultado un aumento correspondiente en producto de amplificacion. Idealmente,
el rango dindmico para la PCR en tiempo real deberia ser de 7 a 8 6rdenes de magnitud
para ADN plasmidico y al menos un rango de registro de 3-4 para ADNc, ADN

genomico.
Cuantificacion absoluta

La cuantificacion absoluta describe una PCR en tiempo real experimento en el cual
muestras de cantidad conocida son en serie diluido y luego amplificado para generar
una curva estandar. Las muestras desconocidas se cuantifican por comparacion con esta

curva
Cuantificacion relativa

La cuantificacion relativa describe una PCR en tiempo real experimento en el que la
expresion de un gen de interés en una muestra (es decir, tratado) se compara con la
expresion del mismo gen en otra muestra (es decir, sin tratar). Los resultados se expresan

como el doble de cambio (aumento o disminucion) en la expresion de la muestra tratada

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

en relacion con la muestra no tratada. Un gen normalizador (como B-actina) se usa como

control de la variabilidad experimental en este tipo de cuantificacion. (14)
Curva de fusién (curva de disociacion)

Una curva de fusion muestra el cambio en fluorescencia observado cuando ADN de
doble cadena (dsDNA) con tinte incorporado las moléculas se disocian ("'se derriten™)
en ADN monocatenario (sSDNA) a medida que aumenta la temperatura de la reaccion.
Por ejemplo, cuando el ADN bicatenario se une con SYBR®

El tinte verde | se calienta, una disminucion repentina de la fluorescencia se detecta
cuando se alcanza el punto de fusion (Tm), debido a disociacion de las cadenas de ADN
y posterior liberacion del tinte. La fluorescencia se traza frente a la temperatura (Figura
5A), y luego el -AF / AT (cambio en fluorescencia / cambio en la temperatura) se
representa frente a la temperatura para obtener una vista clara de la dinamica de fusion
(Figura 5B).

El andlisis de la curva de fusion posterior a la amplificacion es simple, forma sencilla
de verificar las reacciones de PCR en tiempo real para artefactos de dimero de cebador
y para garantizar la especificidad de la reaccion. Porque la temperatura de fusion de los
acidos nucleicos es afectada por la longitud, el contenido de GC y la presencia de base

desajustes, entre otros factores, diferentes productos de PCR
a menudo se puede distinguir por sus caracteristicas de fusion.

La caracterizacion de productos de reaccion (p. Ej., Cebadores de primers frente a
amplicones) a través del andlisis de la curva de fusion reduce la necesidad de una
electroforesis en gel que consume mucho tiempo. El conjunto tipico de datos de PCR
en tiempo real que se muestra en la Figura 6 ilustra muchos de los términos que se han

discutido.

Durante los primeros ciclos de la reaccion de PCR, hay poco cambio en la sefal
fluorescente A medida que la reaccion progresa, el nivel de fluorescencia comienza a
aumentar con cada ciclo. EI umbral de reaccidn se establece por encima de la linea de
base en la porcion exponencial de la trama. Este umbral se usa para asignar el ciclo
umbral, o Ct valor, de cada amplificacion reaccién. Los valores Ct para una serie de
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reacciones que contienen una cantidad conocida de blanco se puede utilizar para generar
un estandar curva. La cuantificacion se realiza comparando valores Ct para muestras
desconocidas contra esta curva estandar o, en el caso de cuantificacion relativa, uno
contra el otro, con la curva estandar que sirve como un control de eficiencia. Los valores
Ct son inversamente relacionado con la cantidad de plantilla inicial: la mayor la cantidad

de plantilla inicial en una reaccion, bajar el valor Ct para esa reaccion. (14)

3.6. Sistemas de deteccion de fluorescencia de PCR en tiempo real

Quimica de PCR fluorescente en tiempo real

Existen muchas quimicas de PCR fluorescentes en tiempo real, pero los mas utilizados
son los ensayos de 5 nucleasa como TagMan® Ensayos basados en colorantes verdes
SYBR® (Figura 7). El ensayo de 5 nucleasa se llama asi por la actividad de 5 nucleasa
asociado con Tag DNA polimerasa (Figura 8). EI dominio de 5 nucleasa tiene la
capacidad de degradar el ADN unido a la plantilla, aguas abajo de la sintesis de ADN.
(14)

Un segundo elemento clave en el ensayo de nucleasa 5 es un fenémeno llamado energia
de resonancia de fluorescencia transferencia (FRET). En FRET, las emisiones de un
fluorescente colorante pueden reducirse fuertemente por la presencia de otro tinte, a
menudo Ilamado quencher, muy cerca. FRET se puede ilustrar con dos tintes
fluorescentes: verde y rojo (Figura 9). El tinte verde fluorescente tiene una mayor
energia de emisidén en comparacion con el rojo, porque la luz verde tiene una longitud
de onda més corta en comparacion con el rojo. Si el tinte rojo estd muy cerca del tinte
verde, la excitacion del tinte verde causara la emisidn verde energia que se transferir al
tinte rojo. En otras palabras, la energia se transfiere de un nivel méas alto a uno mas bajo
nivel. En consecuencia, la sefial del tinte verde se suprimido o "apagado”. Sin embargo,
si los dos tintes no estan cerca, FRET no puede ocurrir, permitiendo el tinte verde para

emitir su sefial completa. (14)

Un ensayo de nucleasa de 5 para la deteccion o cuantificacion del objetivo tipicamente
consta de dos cebadores de PCR y una sonda TagMan® (Figura 10). Antes de que
comience la PCR, la sonda TagMan® esta intacta y tiene un grado de flexibilidad.
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Mientras la sonda esta intacta, el periodista y el quencher tiene una afinidad natural el
uno por el otro, permitiendo que ocurra FRET (Figura 11). La sefial del reportero es
apagada antes de la PCR. Durante la PCR, los cebadores y la sonda se hibridan con el
objetivo. EI ADN polimerasa extiende el cebador cadena arriba de la sonda. Si la sonda
estd ligada a la secuencia objetivo correcta, la actividad nucleasa 5 de la polimerasa
escinde la sonda, liberando un fragmento que contiene el colorante informador. Una vez
se produce escision, los colorantes reportero y extintor son ya no se atraen el uno al otro;

el reportero liberado la molécula ya no se apagara.

Colorante verde SYBR®

El colorante SYBR® Green | es un colorante fluorescente de unién a ADN que se une
al surco menor de cualquier ADN bicatenario. La excitacion del colorante verde
SYBR® unido a ADN produce una sefial fluorescente mucho mas fuerte en
comparacion con sin consolidar colorante. Un ensayo basado en colorante verde
SYBR® tipicamente consiste en dos cebadores de PCR. En condiciones ideales, un
SYBR® Green el ensayo sigue un patron de amplificacion similar al de un ensayo
basado en sondas TagMan®. En los primeros ciclos de PCR, una se observa la linea
base horizontal. Si el objetivo estaba presente en la muestra, se acumulara suficiente
producto PCR acumulado ser producido en algin momento para que la sefial de

amplificacion se vuelve visible (14)

Especificidad del ensayo SYBR® Green

La prueba de especificidad de ensayo es importante para todos los ensayos, pero
especialmente para aquellos mas vulnerables a problemas de especificidad.

Los ensayos SYBR® Green no se benefician de la especificidad de una sonda
TagMan®, haciéndolos mas vulnerables a problemas de especificidad EIl colorante

verde SYBR® se unira a cualquier producto amplificado, objetivo o no, y todos los

las sefiales se suman, produciendo una Unica grafica de amplificaciéon. La forma del
diagrama de amplificacion verde SYBR® no se puede usar para evaluar la especificidad

Las parcelas generalmente tienen la misma apariencia, si la amplificacion consiste en
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objetivo, no objetivo o una mezcla. El hecho de que un ensayo SYBR® Green produjera
la amplificacion no debe tomarse autométicamente para significar la mayoria de

cualquiera de la sefal se deriva del objetivo.

Dado que la amplificacion de no objetivo puede variar de la muestra para muestrear, al
menos un tipo de evaluacion de especificidad debe realizarse por cada reaccion SYBR®

Green. Mas comunmente, esta evaluacion continua es la disociacion
analisis. (14)
Disociacion del colorante verde SYBR®

La disociacion verde SYBR® es la fusiéon gradual de los productos de PCR después de
PCR cuando se usa SYBR® Green-basado en la deteccion. La disociacion es una opcion
atractiva para la especificidad evaluacion porque no agrega costos al experimento y
puede hacerse bien en el recipiente de reaccion de PCR. Sin embargo, la disociacién
agrega mas tiempo al protocolo térmico, requiere tiempo de analisis adicional, es algo

subjetivo, y tiene una resolucion limitada.

El concepto de disociacion SYBR® Green es que, si el objetivo es una secuencia
genética definida, debe tener un especifico temperatura de fusion (Tm), que se utiliza
para ayudar a identificar el objetivo en muestras. Algunos productos no objetivo tendran
valores significativamente diferentes de la del objetivo, permitiendo la deteccion de esas
amplificaciones no objetivo. El protocolo de disociacion se agrega después del ciclo de
PCR final. Después del proceso de fusion, el software de PCR en tiempo real trazara los
datos como la primera derivada negativa, que transforma el perfil de fusion en un pico.
La identificacion precisa del pico objetivo depende de amplificacion del objetivo puro
Muchas muestras como celular EI ARN y el ADN genémico exhiben una alta
complejidad genética, creando oportunidades para la amplificacién no objetivo que
puede suprimir la amplificacion del objetivo o, en algunos casos, alterar la forma del
pico de fusion. Comenzando por objetivo puro, el investigador podra asociar un pico
Tm y forma con un objetivo particular después de la amplificacion. Solo se debe
observar un pico. El objetivo presuntivo el pico debe ser estrecho, simétrico y carente
de otras anomalias, como hombros, jorobas o divisiones. Estas las anomalias son fuertes

indicaciones de que multiples productos de valores de Tm similares se produjeron,
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lanzando fuerte dudas sobre la especificidad de esas reacciones. Pozos con las anomalias
de disociacion deben omitirse de andlisis. La disociacion verde SYBR® es de baja
resolucion y puede que no diferenciar entre objetivo y no objetivo con Tm similar
valores (por ejemplo, homologos). Por lo tanto, uno, estrecho simétrico pico no debe ser

asumido como el objetivo, ni uno producto, sin informacion de apoyo adicional.

Los datos de disociacion deben evaluarse para cada pozo donde amplificacion se
observo. Si la muestra contiene un pico eso no corresponde al pico objetivo puro, la
conclusion es que el objetivo no se detectd en esa reaccion. Si la muestra contiene un
pico que parece coincidir con el Tm y forma del pico objetivo puro, el objetivo puede
tener amplificado en esa reaccion. Datos de disociacion en aislamiento no se puede
tomar como definitivo, pero cuando se combina con otra informacion, como datos del
objetivo negativo muestras, secuenciacion o geles pueden brindar mas confianza en
especificidad (14)

4. GENES IMPLICADOS EN LAS ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

4.1. Proteina Precursora de Amiloide (APP)

APP es uno de los miembros de una pequefia familia de genes, que incluye APLP1 y
APLP2 en humanos, y codifican proteinas de membrana tipo | con un gran dominio
extracelular y una pequefa region citoplasmatica que presentan procesamiento similar.
Solamente APP contiene la secuencia que codifica para el dominio A. El gen APP
humano se localiza en el cromosoma 21. Se han identificado mas de 25 mutaciones en
este gen que son causa de FAD vy sustituyen aminoacidos dentro o cerca del dominio AP
(Thinakaran G y Koo EH, 2008). El splicing alternativo de APP produce 3 isoformas
principales de 695, 751 y 770 residuos que se expresan igualmente; éstas migran entre
110 y 140 kDa en un gel de electroforesis y pasan por una variedad de modificaciones
postraduccionales (Selkoe DJ et al., 1988; Oltersdorf T et al., 1990). Las isoformas de
APP que contienen 751 o 770 aminoacidos se expresan ampliamente en células no
neuronales y también en las neuronas; sin embargo, las neuronas expresan niveles mas

elevados de la isoforma de 695 residuos (Haass C et al., 1991). La diferencia entre
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isoformas es la presencia de un exén que codifica para un segmento homélogo a los

inhibidores de serina proteasa tipo Kunitz (KPI) (Figura N° 3) (15).
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Figura 3 Proteina Precursora de amiloide(15)

En las neuronas, el APP se encuentra en vesiculas en las terminales axonales, aunque
no especificamente en las vesiculas sinapticas. Durante y después de su trafico por la
via secretoria, APP puede sufrir una cantidad de cortes proteoliticos para liberar
derivados secretados en el lumen de vesiculas y el espacio extracelular (16) EI primer
corte proteolitico identificado (ruta no amiloidogénica, Figura 7a), el realizado por una
actividad designada a-secretasa, ocurre 12 aminoacidos amino (N-) terminal al dominio
transmembrana de APP Este procesamiento resulta en la liberacion de un fragmento de
ectodominio grande y soluble (a-APPs) en el lumen o espacio extracelular y la retencion
de un fragmento de 83 residuos C-terminal (CTF) en la membrana. Diversas
metaloproteinasas de zinc, como TACE/ADAM17, ADAM9, ADAM10 y MDC-9, y
una aspartil proteasa, BACE2, pueden cortar APP en el sitio a-secretasa, que se localiza
dentro del dominio AB, entre los residuos Lys16 y Leul?
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Figura 4 Trafico intracelular de APP(17)

Alternativamente, algunas moléculas de APP que no han sido sujeto de corte o -
secretasa pueden ser cortadas por una actividad designada -secretasa (ruta
amiloidogénica, Figura N° 4 que principalmente corta 16 residuos N-terminal al sitio de
corte, generando un ectodominio derivado a penas menor (APPs) reciproco en la ruta de
procesamiento amiloidogénica, y viceversa, conforme y- y B- secretasas compiten por
el sustrato APP (17). Debido a que el corte del fragmento C99 resultante de la actividad
B-secretasa parecia ocurrir en el medio del dominio transmembranal, se asumio6 que ésto
requeriria de la liberacion de C99 de la membrana como resultado, por ejemplo, de
alguna lesion preexistente en la membrana que permitio el acceso a la proteasa soluble.
Sin embargo, el uso de anticuerpos sensibles para probar el medio condicionado de las
células expresando APP revel6 secrecién de A que fue liberado constitutivamente de las
células bajo condiciones normales. Este resultado sugirié que el corte por secretasa
podia estar seguido por un corte constitutivo en el C-terminal de la region A, realizado
por la PB-secretasa. Al mismo tiempo se produce el fragmento p3 por acciones

secuenciales de B- y a-secretasas

No se ha especificado ain donde, durante su complejo tréafico intracelular, es que la APP
sufre de los cortes por a-, B y y-secretasas. Una porcion de APPs se genera por la o -
secretasa que actla en la APP insertada en la membrana plasmatica (Sisodia SS, 1992).
Por otro lado, también se puede generar durante el trafico secretorio intracelular de APP.
El corte de la -secretasa puede ocurrir, en parte, hacia finales del trafico secretorio de
APP. Desde el descubrimiento de APP se le han atribuido una variedad de papeles

fisiologicos, algunos unicos a ciertas isoformas, pero su funcion real ain no se encuentra
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clara. APP tiene funciones autdcrinas y paracrinas en la regulacion del crecimiento. Las
formas de APP que contienen KPI encontradas en plaquetas humanas sirven como
inhibidores del factor Xla, que es una proteasa de serina en la cascada de la coagulacion
(Smith RP et al., 1990). La funcién mejor establecida de APP es su papel tréfico. Ha
mostrado estimular el crecimiento de las neuritas, fenotipo compatible con el
incremento de su expresion durante la maduracion neuronal. Su dominio amino terminal
de union a heparina también estimula el crecimiento de las neuritas y promueve la

sinaptogénesis.
4.2. B-Secretasa

La -secretasa se conoce con el nombre de BACEL (por sus siglas en inglés), ya que es
la enzima | de corte de APP en el sitio, y es una aspartil proteasa. Aunque la mayoria de
los tejidos del cuerpo exhiben actividad -secretasa los niveles de actividad mas altos se
observan en el tejido neuronal y lineas celulares neurales. El nivel de actividad parece
ser mas bajo en astrocitos. Muy probablemente, la enzima es membranal o esta asociada
a una proteina de membrana. Se detecta mayor actividad a pH acidico aproximado de
4.5 (18), dentro de los compartimentos subcelulares de la via secretoria, incluyendo
TGN y endosomas BACEL1 tiene una secuencia de 501 aminoacidos y dos sitios activos
de proteasa de aspartico. Tiene una secuencia sefial N-terminal (residuos 1-21) y un
dominio propéptido (residuos 22-45) que se remueven postraduccionalmente, asi que la
enzima madura comienza en el residuo Glu46 (18). Se indica que la expresion de
BACEL1 estd estrechamente regulada a nivel transcripcional y traduccional. EI gen
BACEL1 abarca aproximadamente 30 kb en el cromosoma humano 11g23.2 e incluye 9
exones. Varios sitios de unién a factores de transcripcion se activan en respuesta al estrés

celular y, probablemente, influencian la actividad transcripcional del promotor.

BACEL se sintetiza en el RE como una proteina precursora inmadura (proBACEL) de
masa molecular aproximada a 60 kDa y vida corta, que madura a una forma de 70 kDa
rdpidamente en Golgi, lo que involucra la adicion de carbohidratos complejos y la
remocion del dominio propéptido. Presenta modificaciones postraduccionales
extensivas. Las glicosilaciones parecen ser importantes para la actividad enzimatica

mientras que la palmitolizacion puede influenciar el trafico y localizacion de la enzima
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ProBACEL puede cortar APP a inicios de su via biosintética, llevando a la generacion
de un pool intracelular de A en el reticulo endoplasmico (RE), el cual se piensa que es
particularmente neurotoxico (Creemers JW et al., 2001). BACE1 madura se localiza
ampliamente dentro de rafts de lipidos ricos en colesterol y reemplazar su dominio
transmembranal con un glicosilfosfatidilinositol (GPI) dirige la enzima exclusivamente
a los rafts de lipidos e incrementa sustancialmente la produccién de A. Varios tipos de
lipidos estimulan la actividad de BACEL y su localizaciéon en el raft puede aumentarse
por palmitolizacion. Es capaz de formar homodimeros que exhiben actividad catalitica

incrementada.

El corte de APP por BACEL, que lleva a la transcripcion genética mediada por el
dominio intracelular de APP (AICD), puede ser importante para la funcion cognitiva Se

ha propuesto también un papel de BACE1 en el mantenimiento de la funcion sinaptica.

4.3. Presenilinas

Las presenilinas 1 (cromosoma 14) y 2 (cromosoma 1) son proteinas de membrana, muy
semejantes entre si, constituidas por 467 y 448 aminoéacidos, respectivamente; en ambos
casos la cadena de aminoacidos atraviesa la membrana de 7 a 9 veces y, en el cerebro
se localizan en el cuerpo de las neuronas y en las dendritas, excluyéndose los axones.
Las presenilinas, forman parte del complejo y-secretasa, siendo estas el componente
catalitico activo, mientras que los otros componentes como la nicastrina, aph-1 (anterior
pharynx defective 1) y pen-2 (presenilin-enhancer-2), median el ensamblaje del
complejo y el reconocimiento del sustrato. Las presenilinas también juegan un papel en
otras funciones celulares, incluyendo la regulacion del calcio, el desarrollo de los axones

y el transporte axonal, y se asocian con cambios bioquimicos en la sustancia blanca.

Las presenilinas también poseen actividades independientes del complejo ysecretasa,
como la regulacion de la via de sefializacion WNT (son un grupo de vias de transduccién
de sefiales formadas por glicoproteinas que transfieren las sefiales del exterior de una
célula a través de la superficie receptora de dicha célula hasta su interior) a través de la
interaccion con la B-catenina (proteina de la familia de las cateninas, es un componente
esencial en la regulacion transcripcional, sobre todo durante el periodo embrionario).
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Mutaciones en esta via conducen a gran variedad de enfermedades, incluyendo cancer

de mama y prostata, gliobastoma y diabetes de tipo |1, entre otras patologias.

5. PEPTIDO BETA AMILOIDE (AB)

En 1984 se secuencio el péptido de 4 kDa de masa molecular conocido como B-amiloidel4,
ademas los investigadores afirmaron que el peptido B-amiloide podria ser derivado de un
precursor Unicol4. Posteriormente, en 1987, se produjo el descubrimiento de la APP15.
Como hemos mencionado antes, el gen APP esta localizado en el cromosoma 21 y codifica
una proteina transmembranal que contiene un dominio extracelular grande, un dominio
transmembrana hidréfobico y un dominio intracelular corto. La APP se sintetiza en el
reticulo endoplasmico, modificada en el aparato de Golgi y finalmente transportada a la
superficie celular a través de la via secretora. También es endocitada a partir de la superficie
celular y metabolizada en la via endosomal/lisosomal. La APP incluye un grupo heterogéneo
de polipéptidos que provienen del splicing alternativo, el cual produce tres isoformas
principales de APP (695, 751 y 770 residuos), y una variedad de modificaciones post-
traduccionales. Las isoformas de empalme de APP que contienen 751 o 770 aminoacidos se
expresan ampliamente en las células no neuronales, aunque también estan presentes en las
neuronas, en cambio, la isoforma de 695 aminoacidos &cido se expresa en grandes cantidades

en las neuronas y en menor numero en células no neuronales

Como se ha descrito, la APP puede sufrir una variedad de escisiones proteoliticas llevadas a
cabo por enzimas o complejos enzimatico con actividad a-, B- y y-secretasa (Figura N° 5),
que da lugar a la secrecién de fragmentos grandes y solubles y de “C-Terminal Fragments”
(CTF) asociados a la membrana. Las enzimas con actividad a-secretasa pertenecen a la
familia. ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase enzyme family), la actividad f-
secretasa se ha identificado en el “B-site APP-Cleaving Enzyme 1” (BACEL, proteina
integral de membrana de tipo | que pertenece a la familia de la pepsina de las
aspartilproteasas) y y-secretasa es un complejo enziméatico compuesto de la presenilina 1 o
2 (PSEN1 o PSEN2), nicastrina (NCSTN), “Anterior Pharynxdefective 1”7 (APH-1) y
“Presenilin Enhancer 2” (PSENEN-2), y actia en residuos dentro del dominio

transmembrana.
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Figura 5 Representacion esquematica del procesamiento de la proteina
precursora amiloide (APP)(15)

Papel fisioldgico de AR en la funcién sinaptica

La observacion de que el cerebro de un paciente con EA se caracteriza por la deposicion
extracelular de agregados insolubles del péptido AR apoya la idea de que los procesos
patoldgicos eran responsables de la produccion de este péptido de 4 kDa. Hace casi 20 afios,
este concepto se ha extendido por la observacion de que el péptido AR también se produce
en su forma soluble en condiciones normales durante el metabolismo celular. Las diferentes
especies de AR (AR40 y AR42) estan presentes en niveles bajos en el cerebro durante la vida,
lo que sugiere que, en un estado saludable, AR desempefia funciones fisiologicas, que pueden
ser diferentes cuantitativa o cualitativamente de sus efectos cuando los niveles estan

elevados durante condiciones de la enfermedad.

Estudios genéticos in vivo empleando modelos knock-outs y knock-in de la familia APP han
demostrado el papel esencial de la familia APP para el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso periférico y central. En particular, destaca el papel en la formacion de
sinapsis, la liberacion de transmisores, la plasticidad sinaptica y el comportamiento2l.
Ademas, varios estudios indican que el procesamiento de APP y la presencia del péptido AR
estan asociadas con la actividad sinaptica. Los farmacos que promueven un incremento de
la actividad neuronal aumentan la produccién de AR (tanto AR40 y AR42), mientras que los
tratamientos farmacol6gicos que disminuyen la actividad neuronal reducen la acumulacién
de AR. Dado que los altos niveles de AR pueden interrumpir la funcién sinaptica, es
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interesante observar que el aumento de la actividad neuronal puede mejorar la produccion
de AR que, a su vez, deprime la funcion sinaptica disminuyendo la actividad neuronal. En
este contexto, el péptido AR podria tener una funcién de retroalimentacion negativa para la
prevencion de la excitotoxicidad, es decir, podria prevenir la sobreactivacion de receptores

del neurotransmisor excitatorio de glutamato.

Como consecuencia de las funciones fisiologicas de AR, se ha demostrado que la inhibicion
de la produccion de péptido AR induce la muerte celular. El tratamiento de células neuronales
con inhibidores - y ysecretasa reduce la viabilidad celular, mientras que la coincubacion de
AR40 evita la toxicidad de estos inhibidores, lo que indica que la neurotoxicidad esta
estrictamente ligada a la produccién de AR. Es interesante la observacién de que diferentes
tipos de células no-neuronales no muestran efecto cuando estdn sometidas a los mismos

tratamientos.

6. CULTIVOS CELULARES

Actualmente las investigaciones se desarrollan en base al estudio de células especificas o
grupos celulares en plantas y animales, por lo cual muchas investigaciones conducen a

estudios sobre células aisladas que hoy en dia se conoce como cultivo celular. (19)

Los cultivos celulares poseen diversas ventajas como la obtencion de células de organismos
de un unico tipo especifico con propiedades homogéneas, por otro lado, las condiciones
experimentales pueden controlarse mejor en un cultivo que en un organismo intacto y por
ultimo una Unica célula puede ser cultivada en un tiempo muy corto hasta formar una colonia

de muchas células idénticas. (19)

Para desarrollar cultivos celulares es necesario tener en cuenta que estos varian de acuerdo
al tipo de célula a cultivar, ya que en un medio artificial en el cual las células son cultivadas
en un envase que debe contener un sustrato o medio que proporcione los nutrientes esenciales
como aminoacidos, carbohidratos, vitaminas y minerales. Otros puntos a considerar son
factores de crecimiento, hormonas y gases como O2 0 CO- y la regulacién de las condiciones
fisico quimicas como pH, presién osmética y temperatura. (Figura N° 6).)
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Figura 6 Cultivo Celular.
Fuente: Figura de fuente propia

6.1. ESTADOS DEL CULTIVO CELULAR
-Cultivo primario

El cultivo primario refiere al estado del cultivo después que las células son aisladas del
tejido y proliferan bajo condiciones especificas. Para su preparacion se deben romper
las interacciones entre células y matriz, para ello los fragmentos de tejidos son tratados
con una combinacion de una proteasa (tripsina) y un quelante conocido (EDTA) que
disminuye la presencia de iones metalicos como Ca?* y Mg?* del medio. Finalmente,
las células liberadas son trasladadas en placas con un medio rico en nutrientes y suero,

donde pueden adherirse entre si a la superficie (20).

-Pasaje celular

Las células adherentes crecen en una mono capa hasta que tengan buena confluencia.
La cinética del crecimiento celular in vitro presenta una etapa de latencia, fase de
crecimiento exponencial y finalmente la fase de estado estacionario en la que
practicamente no hay crecimiento y la cantidad se hace constante. En este estado a
estas las células se les puede agregar tripsina y reintroducirlos en medios nuevos a este

proceso se le denomina pasaje celular o subcultivo (20)
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-Linea celular

Después del primer pasaje el cultivo primario comienza a ser conocido como linea
celular o subclon. Las lineas celulares derivadas de cultivos primarios tienen una vida
limitada (20).)

7. CELULAS DE NEUROBLASTOMA SH-SY5Y

Las células neuroblastomas SH-SY5Y son un subclon de la linea celular neuroblastoma
parental SK-N-SH. Esta linea celular parental fue generada en 1970 a partir de una biopsia
de medula 6sea. Las células neuroblatoma SH-SY5Y presentan un cariotipo estable que
consta de 47 cromosomas. Esta linea celular se ha usado ampliamente como modelo de
neuronas desde principios de la década de 1980, debido a que estas células poseen muchas
propiedades bioquimicas y funcionales de las neuronas. Esta linea celular presenta actividad
neuronal enzimatica (tirosina y dopamina-B-hidroxilasas), captacion especifica de
noradrenalina y expresa uno o méas proteinas de neurofilamentos; estas células también
expresan receptores opioides, muscarinicos y de factor de crecimiento nervioso. ¢? Las
celulas neuroblastoma SH-SY5Y poseen la capacidad de proliferar en cultivo durante largos
periodos sin contaminacion, un prerrequisito para el desarrollo de un modelo celular in vitro.
En consecuencia, la linea celular SH-SY5Y se ha utilizado ampliamente en estudios
neuroldgicos experimentales, incluyendo el analisis de diferenciacion neuronal,
metabolismo, funcion relacionada con neurodegeneracion y procesos neuroadaptativos,

neurotoxicidad, y neuroproteccion (20).
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CAPITULO Il

1. MATERIALESY METODOS

1.1. UBICACION GEOGRAFICA DEL ESTUDIO

El estudio en su totalidad fue realizado en las instalaciones del Laboratorio de Biologia
Molecular y Farmacologia Experimental (H-401), perteneciente a la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas, Bioguimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de

Santa Maria de Arequipa.

Para desarrollar el presente trabajo de investigacion, las células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, fueron procesadas desde la primera generacion las cuales
fueron incubadas a condiciones de 37°C y 5% de CO. Dichas células fueron cultivadas
en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's médium) completo, con 10% de FBS

(suero bovino fetal), 50 Ul/mL de penicilina, y 50 pg/mL de estreptomicina.

2. EXTRACTOS DE MACA

EXTRACTO PENTANICO DE Lepidium meyenii L.

Los extractos de maca para realizar los experimentos detallados en este trabajo, fueron
obtenidos del laboratorio "PROYECTO MERCURIO", de la Facultad de Ciencias

Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catolica de Santa Maria.
3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.1. Material Biologico
v" Lepidium meyenii “maca”
v" Lepidium meyenii “maca”
v’ Linea celular SH-SY5Y (ATCC)

3.2. Materiales de Laboratorio
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v" Pipetasde 1,5y 10 mL

v" Matraces Erlenmeyer 50 y 100 mL

v Probeta 100 mL y 1000 mL

v Fiolas de 10, 25 y 50 mL

v" Frascos de cultivo celular de 25 cm? (Sigma-Aldrich)
v" Placa de cultivo de 96 pocillos (Falcon)

v" Viales

v Tubos FALCON de 15Ml.

v Tubos Eppendorf

v’ Parafilm

v’ Pipeta automatica multicanal 0.5 puL a 10 pL

v" Pipeta automatica multicanal 20 pL a 100 pL

v" Pipeta automatica multicanal 20 pL a 200 pL

v" Pipeta automatica multicanal 200 pL a 1000 pL

v' Pipetas de plastico descartable 10 mL, 25 mL (Falcon)
v" Pipeteador automatico (Boeco)

v" Placas de 96 pozos para gPCR

v Film adhesivo para placas de gPCR

v’ Tips estériles para micropipetas de 1000, 200 y 20 pL
v Racks para tubos falcon, tubos de 1.5 mL y 200 pL

v" Placas de cultivo celular de 96 pozos
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3.3. Equipos

v

v

Camara de Bioseguridad Clase Il tipo A2 (Labculture XL200)
Cabina de Seguridad para PCR

Incubadora de CO, (THERMO SCIENTIFIC)

Centrifuga para tubos falcon de 15mL (DYNAC)

Centrifuga refrigerada para tubos eppendorf de 2.0mL (DYNAC)
Termociclador para PCR en tiempo real

Equipo para Electyroforesis tipo submarino (Bio-Rad)
Transiluninador UV ()

Vortex

Microscopio Invertido (CarlZeeiss)

Multi Lector de placas (VarioscanLux, THERMO SCIENTIFIC)

Fluorémetro Qubit 2.0
Microcentrifuga, Mini spin

Microondas

3.4. Reactivos

v

v

Suero bovino fetal (SBF)
Dimetilsulfoxido

PBS (buffer fosfato salino)
Penicilina

Etanol 96° y 70°
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v" Agarosa ultrapura grado biologia molecular

v" Agua libre de DNasas y RNasas, grado biologia molecular
v Buffer tris-acetato-EDTA 50x (TAE)

v" Cebadores u oligonucleétidos

v Buffer de carga (Loading dye)

v" Agente intercalante de ADN (SybrSafe y RUnNSAFE)

3.5. Kits

Qubit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen)

Qubit RNA HS Assay Kit (Invitrogen)

OneScript cDNA Synthesis Kit (Applied Biological Materials, abm)

innuMIX qPCR SyGreen Sensitive (analytikjena).
4. METODOLOGIA

4.1. Preparacion de medio de cultivo celular Dulbecco Modified Eagle Medium
(DMEM)

El medio Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) liquido fue suplementado con
10% de suero bovino fetal y 1X de Antibidtico Antimicético (ampicilina 104
unidades/mL, estreptomicina 104 ug/mL, anfotericina 25 ug/mL) Figura N° 7, para un
volumen total de 1000 mL de medio completo suplementado con 100 mL de suero
bovino fetal y 100 uL de Antibi6tico Antimicético 100X con 11.57 mL de medio
DMEM incompleto. Se guardaron alicuotas de medio DMEM e tubos Falcon de 50ml a
temperatura de 4°C.
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Figura 7 Reactivos que componen el medio completo DMEM, Suero Fetal
Bovino, Tripsina, Antibidtico y antimicotico.

Fuente: Figura de fuente propia

4.2. Cultivo de Células de Neuroblastoma

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y(ATCC) fueron obtenidas de la
Universidad de Massachusetts College of Pharmacy and Health Science (MCPHS) de
los Estados Unidos de América. Las células fueron acondicionadas y posteriormente se
cultivaron desde su primera generacion, el protocolo que se siguié se describe a
continuacion: Se tom6 1 mL del vial original que contenia células resuspendidas y se
transfirio a un frasco para cultivo celular, se afiadié medio Dulbecco Modified Eagle
Medium (DMEM) el cual fue enriquecido con 10 % FBS vy antibiotico y antimicético
hasta un volumen de 5 mL, luego se dejo a condiciones de 37°C y una atmosfera de 5
% de CO; en una Incubadora. Se esper6 aproximadamente 5 a 7 dias para poder obtener
la primera generacion, a continuacion, se describe el procedimiento para la generacion
de un nuevo pasaje celular:

> Desechar el medio de los flacks de incubacion.

> Agregar 10 mL de Tripsina-EDTA a cada flacks, y se agita ligeramente

» Incubar a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2 por 5 minutos.

> Para detener el efecto de la tripsina se agrega 10 mL de medio DMEM sin FBS
» Mezclar agitando el flacks
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Transferir el contenido del a tubos de 15 mL
Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante y quedarse con el precipitado

YV V VYV V

Resuspender el pellet en medio DMEM completo y proceder a sembrar en

flacks 6 placas de 96 pozos segun corresponda el andlisis a realizar.

Acondicionadas las células SH-SY5Y, se procedié con su separacion del frasco de
cultivo de 75ml, luego se deseché el medio y se adiciono 3 ml de tripsina, la tripsina
debe actuar despegando las células adheridas, todas las acciones hechas se realizaron en
la cabina de Bioseguridad, por Gltimo, se llevé las células a la incubadora por 5 minutos
a 37°C.

Finalizado el tiempo de incubacién, la suspension fue recolectada en un tubo eppendorf

y fueron llevadas a centrifugacion a 1000 rpm por 5 minutos.

Una vez culminada la centrifugacion, la formacién de un precipitado celular (pellet),
serd indicativo de la obtencion de células SH-SY5Y, se elimind el sobrenadante
cuidadosamente asegurandose que el pellet celular no se desintegre. Posteriormente se
volvio a resuspender el pellet en medio DMEM enriquecido con SFB y se homogenizo

la suspension tratando que sea uniforme.

4.3. Conteoy Viabilidad de las Células SH-SY5Y de neuroblastoma humano

Acondicionadas las células, es necesario contabilizar la cantidad de células y determinar
el porcentaje de viabilidad celular (Figura N° 8). Se empled el kit Muse™ Count &
Viability Kit (MERCK), el proceso de conteo y viabilidad de las células de
Neuroblastoma Humano SH-SY5Y se siguié de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor (21).
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3 Sample 003 |=

B ol

Viable Cells /mL ~ 6.55E406

Figura 8 . Cuantificacion del nimero de células y Viabilidad celular.

Fuente: Figura de fuente propia

Preparacion del péptido Beta Amiloide (B-A)

Se empled el péptido sintético Beta Amiloide (B-A) (rPEPTIDE), dicho péptido presenta
un 95% de pureza y este compuesto de la siguiente cadena peptidica: GSNK G A 1 |
G L M, se pes6 1mg de B-A y se disolvio en 1mL de Agua estéril grado biologia
molecular, llevandolo a una concentracion de 1000uM, la cual fue colocada en medio
de cultivo DMEM 5% para obtener una concentracion de 10uM. Seguidamente se
prepard 05 concentraciones diferentes de maca las cuales fueron de 0.1uM, 0.5uM, 1uM,
SuM, 10uM.

4.4. Preparacion de las Muestras de Maca

Para la preparacion de la muestra se tomé como vehiculo DMSO al 98 % y se pes6 10
mg del extracto pentanico, y se diluyé con un mL del vehiculo para obtener una solucién
stock de 10 000 ug/mL. a partir de esta solucién se prepard la concentraciéon de
100ug/mL, para ello se tomo 2uL de la solucién stock de 10000ug/ml y fue diluida en
198uL de DMSO. Las nuevas concentraciones de 0.1, 0.5; 1; 10;50 ug/mL, seran
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colocadas en cada pozo de la placa de 96. Se trabajé de esta manera con las tres

variedades de maca.

Ademas, se prepard un tubo blanco con 10uL de DMSO al 0.5 % y 1,99 mL de medio.

4.5. Exposicion de las Células de Neuroblatoma SH-SY5Y al Péptido p-Amiloide y
Expresion Genética de APP, BACE1y PSENL1.

Células diferenciadas y en confluencia fueron cultivadas en placas de 96 pozos de
polipropileno, para este ensayo se emplearon 06 pozos en donde se cultiv 3 x 10*
células /pozo en 200uL de medio completo DMEM, se dejo a incubacién (37°C y 5%
CO2 ) por 24 a 48 horas, tiempo suficiente para que las células sembradas logren
adherirse a la placa y alcancen su mayor confluencia y diferenciacion, seguidamente se
afiadio en cada pozo B-Amiloide con diferentes concentraciones (0.1uM, 0.5uM, 1uM,
5uM, 10uM) y se incubo por 24 horas a 37°C y 5% de CO2.

Luego de la incubacién de las células expuestas a 5 concentraciones del péptido, se
procedio a lavar las células de cada pozo con medio de cultivo incompleto DMEM,
seguidamente se procedio a despegar las células de la placa, se empled el método
descrito en el ANEXO 1.

4.6. Extraccion de ARN total a partir de células de neuroblastoma humano, expuestas

a 05 concentraciones diferentes de g-Amiloide

La extraccion del ARN total de células SH-SY5Y de neuroblastoma expuestas al
péptido B-Amiloide, se realizé con el método de TRIZOL — Alcohol Isodmilico, la
metodologia empleada sigue las instrucciones descritas en el ANEXO 2. La extraccion
del material genético de 06 muestras de RNA fueron realizadas bajo condiciones de
esterilidad, tomando todas las medidas de bioseguridad correspondientes ya que, al ser
un material genético poco estable, puede degradarse durante el proceso, Finalmente las
muestras obtenidas fueron rotuladas aleatoriamente y almacenadas a -20°C hasta su

proceso.
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4.7. Evaluacion de la integridad y calidad del ARN de células SH-SY5Y

Las muestras de ARN fueron evaluadas mediante electroforesis de tipo submarino,
empleando un gel de agarosa (1%) esto con el fin de identificar las regiones ribosomales
del ARN eucariota (28S, 18S) (59). Para la preparacion del gel de agarosa, se pesé 0.15
g de agarosa y se mezcl6 conl5 mL de buffer TAE 1X, luego se procedio a calentar la
mezcla. La mezcla fue afiadida en el molde para geles, donde se coloco un peine para la
formacion de pozos. Se prepard 8 pL de muestra (ARN) con 2 uL de RunSafe y fueron
depositados en los pozos del gel de agarosa. Para iniciar la electroforesis del ARN, se
afiadio a la camara 400ml de buffer TAE 0,5X, la corrida electroforética se realizo
administrando 80 V por 30 minutos. Las bandas fueron reveladas exponiendo el gel de

agarosa en un transiluminador (luz UV).

La calidad del material genético se evalué empleando también espectrofotometria. Para
este analisis se midio la absorbancia de cada ARN extraido en el espectrofotometro
multiparametro Varioskan Lux (Thermo Scientific). Se realizé una dilucién 1:10 del
ARN con agua grado biologia molecular y se midié en placas de 96 pozos a las
longitudes de onda 230 nm, 260 nm y 280 nm.

4.8. Cuantificacion de la concentracion de ARN total de células SH-SY5Y.

La evaluacion de la concentracion de las muestras de ARN se realiz6 por fluorometria
utilizando el kit Qubit RNA HS Assay Kit y 2 uL de ARN extraido como muestra. Los
procedimientos de cuantificacidn incluyeron la medicion de dos estandares de ARN que
vienen incluidos en el kit. Una solucién de trabajo (working solution) fue preparada
diluyendo el reactivo Qubit RNA HS Reagent con el reactivo Qubit RNA HS Buffer
(1:200) para cada muestra y estandar. Para la cuantificacion de los estandares, se mezcld
en un tubo 190 L de solucidn de trabajo con 10 pL de cada estandar y para las muestras
198 pL de solucién de trabajo con 2 pL de ARN extraido. Cada tubo se mezcld
homogéneamente y se incub6 en oscuridad, a temperatura ambiente durante 2 minutos

y se procedié a leer en el fluorémetro Qubit 2.0. (Figura N° 9)
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Lectura en el fluorémetro Qubit |
2.0

Figura 9 Medicién de la concentracién de RNA.

Fuente: Figura de fuente propia

4.9. Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para la sintesis de ADNc a partir de ARN total, se empled el kit OneScript cDNA
Synthesis Kit (Applied Biological Materials, abm) (Figura N° 10) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante(22). La cantidad de ARN empleado para cada reaccion fue
2.5 ng y se calculé para cada muestra segin los datos de la cuantificacion de
concentracion del ARN. EI ADNc sintetizado fue almacenado a -20°C hasta su proceso.

Figura 10 Kit para la sintesis de ADNc, OneScript cDNA Synthesis Kit
(Applied Biological Materials, abm).

Fuente: Figura de fuente propia
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4.10. Cuantificacion del ADNc obtenido por fluorometria.

La cuantificacion se realizo por fluorometria utilizando el Qubit dSDNA BR Assay Kit y
1 pL de ADNCc sintetizado, para dicho ensayo se siguieron los siguientes pasos: Se
midieron dos estandares de ADN que se incluyen en el kit. Se prepard una solucién de
trabajo (working solution) diluyendo el reactivo Qubit dsSDNA BR Reagent con el Qubit
dsDNA BR Buffer (1:200) por cada muestra y estandar. Para cuantificar los estandares
se mezcld en un tubo 190 pL de solucion de trabajo con 10 pL de cada estandar y para
las muestras 199 pL de solucion de trabajo con 1 uL de ADN extraido. Cada tubo se
agito, se incubd en oscuridad, a temperatura ambiente durante 2 minutos y se leyo en el
fluorémetro Qubit 2.0.

4.11. Medicion de la expresion relativa de los genes APP, PSEN1y BACEL por gPCR

Se procedié a la amplificacion y expresion genética del ADNc de las muestras que
provinieron de los 6 pozos con células SH-SY5Y, empleando la técnica molecular
gPCR, con la ayuda de cebadores especificos para cada gen de interés (Figura N° 11) y
moléculas fluorescentes como el SYBRGreen. El kit empleado para la preparacion del
Mix de PCR fue el innuMIX gPCR SyGreen Sensitive (analytikjena). Se empled la
cuantificacion del tipo relativa, para ello se analizaron los genes APP, BACEL y
PSEN1(23), ademas de la amplificacién de dichos genes, se amplifico también en la
misma reaccion el gen de referencia, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), gen caracterizado por su expresion constante y que es considerado un Gen
de Referencia(Housekipping). La secuencia de los cebadores empleados se muestra en
la Tabla N°3:
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Tabla 3. Secuencias de los cebadores o cebadores utilizados para realizar la
PCR tiempo real (QPCR) de los genes APP, PSEN1, BACE1y gen de

referencia GAPDH.

Primer Secuencia

APP F 5’-TGGCCAACATGATTAGTGAACC-3’

APP R 5’-AAGATGGCATGAGAGCATCGT-3’
BACELF 5’- GGGCTGGCCTATGCTGAGATTGC-3’
BACE1R 5’GCACCAACAAAGCTGCAGGGAGAA-3’
PSEN1 F 5’-GCGGCGGGGAAGCGTATACC-3’
PSEN1 R 5’ - GGCCAAGCTGTCTAAGGACCGC-3’
GAPDH F 5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
GAPDHR 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

Figura 11 Oligonucle6tidos (primers) empleados en la expresion génica,
APP, PSEN1, BACEl1y GAPDH

Fuente: Figura de fuente propia
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La concentracion final de cada cebador y los protocolos de amplificacion se sefiala en
la TABLA N° 7,8y 9, para un volumen final de reaccion de 20 pL. La preparacion del
mix de reaccion para gPCR se prepar6 en la cabina de seguridad para PCR (Figura N°
12), antes de iniciar el proceso de mezcla, se procedio a esterilizar el area de trabajo
durante 15 minutos exponiéndolo a luz UV, pasado el tiempo de esterilizacion se
procedié a preparar el Mix de qPCR y repartirlo en placas de 96 pozos estériles. El
ADNCc se afiadi6 fuera de la cabina de seguridad para evitar contaminacion de la cabina
por Amplicones de ADNCc, los volumenes y concentraciones empleados en dicho
analisis para cada gen, se muestran por separado en las tablas TABLA N° 4,5y 6. Luego
se colocaron las muestras en el Termociclador para tiempo real y se programé los

protocolos de amplificacion correspondiente a los genes analizados(65).

Figura 12 ° Preparacion del Mix para gPCR en cabina estéril.

Fuente: Figura de fuente propia
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Tabla 4 Preparacion del mix de reaccion para realizar la cuantificacion

genética de APP por qPCR.
M1 M2 M3(1 M4 M5 o
(0.2uM) (0.5uM) uM) (5uM)  (10uM)
Master Mix
SYBRGree 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL
n
Primer
F‘Z"F‘,’grd 0luL 0luL  OluL  OluL  O0luL  OluL
(250nM)
Primer
R;V;;,SG 0OluL  O0luL  OluL  O0luL  OluL  OluL
(250nM)
ADNC 02uL o2uL  02uL  02uL  O2uL 0
Agua O6uL  06uL  O06uL  O6uL  O6uL  8uL
Estéril
volumen | o0 oouL 20uL 20ulL 20uL 20uL
Total
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Tabla 5 Preparacion del mix de reaccion para realizar la cuantificacion
genética de PSEN1 por gPCR.

M1 M2 M3 M4 M5 Blanco
(0.1uMm) (0.5uM) (1uM) (5uM) (10uM)
Master Mix
SYBRGreen 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL
Primer
Forward
PSEN1 0luL 0luL 0luL 0luL 0luL 01luL
(250nM)
Primer
Reverse
PSEN1 0luL 0luL 0luL 0luL 0luL 0luL
(250nM)
ADNCc 02uL 02uL 02uL 02uL 02uL 0
Agua Estéril 06uL 06uL 06uL 06uL 06uL 8uL
Valumen 20uL 20Ul 20uL  20uL  20uL  20uL
Total

Tabla 6 Preparacion del mix de reaccion para realizar la cuantificacion
genética de BACEL1 por qPCR.

M2 M3 (1 M4

Blanco
Super Mix 10u 10u 10u 10u 10u 10u
SYBRGreen I I I | I |
Primer
Forward
BACEL 0luL 01uL 01luL 01luL 01luL 0luL
(250nM)
Primer
Reverse
BAGCEL 0luL 0luL 0luL 0luL 0luL 0luL
(250nM)
ADNCc 02uL 02uL 02uL 02uL 02uL 0
Agua Estéril 06uL 06uL 06uL 06uL 06uL 8uL
Volumen 1 o0 o0 20l 20uL  20uL 20Ul
Total

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Las muestras fueron analizadas en triplicado, los protocolos para los 03 genes
analizados fueron independientes entre si, cada gen presenta un protocolo de
amplificacion distinto lo que aseguro su analisis correcto y especifico.

Tabla 7 Concentracion final de los cebadores y protocolo de amplificacion
para el gen APPy el gen de referencia GAPDH.

Concentracion final L
Gen Protocolo de amplificacion
de los cebadores

95°C 5 min
95°C 30s

BACEI 250 nM )
57°C 30s 40 ciclos
72°C 20s
95°C 5 min
95°C 30s

GAPDH 250 nM
57°C 30s 40 ciclos
72°C 20s

Tabla 8 Concentracion final de los cebadores y protocolo de amplificacion
para el gen BACEL y el gen de referencia GAPDH

Concentracion final Protocolo de amplificacion

Gen )
de los cebadores genética

95°C 5 min
95°C 30s

APP 250 nM
57°C 30s 40ciclos
72°C 20s
95°C  5min
95°C 30s

GAPDH 250 nM )

57°C 30s 40 ciclos
72°C 20s
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Tabla 9 Concentracion final de los cebadores y protocolo de a mplificacion
para el gen PSEN1 y el gen de referencia GAPDH

Gen Concentracion final o
Protocolo de amplificacion
de los cebadores

95°C 5 min
95°C 15s
PSEN1 250 nM
64.7° 30s 40 ciclos
72°C 30s
95°C 5 min
95°C 15s
GAPDH 250 nM
58.5°C 30s 40ciclos
72°C 30s

Para el andlisis Post-PCR de la expresion genética se empled la técnica del Pfaffl
(AA(Cy)), técnica por la cual se evaluara la expresion genética de los 03 genes implicados
en este trabajo, la técnica compara las diferencias entre los Ciclos Umbral del gen de
referencia (GAPDH) y el gen problema (APP, PSEN1y BACEL). Dicho anélisis emplea

la siguiente férmula:

R — 2_[Acpmuestra_ACPcontrol]
R = 2-LACP

4.12. Exposicidn de las Células de Neuroblatoma SH-SY5Y a Lepidium meyeni

Asi también se descongelaron células de neuroblastoma crio preservadas a — 180°C,
empleando el protocolo de Descongelamiento de Células indicado en el ANEXO 3 Las

células luego de ser descongeladas fueron cultivadas en placas de 96 pozos de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

polipropileno, en este ensayo se emple6 06 pozos, se han analizado 03 ecotipos de maca;
Maca Roja (MR), Maca Negra (MN) y Maca Amarilla(MA). En una primera etapa se
ha cultivado 3 x 10 células /pozo en 200uL de medio completo DMEM, se dejé a
incubacion (37°C y 5% CO2) por 24 a 48 horas, tiempo suficiente para que las células
sembradas logren adherirse a la placa y alcancen su mayor confluencia y diferenciacion.
Pasadas las 24 a 48 horas, se coloco 05 concentraciones diferentes de cada ecotipo de
maca 0.5ug/mL, 1 ug/mL, 10 ug/mL, 25 ug/mL y 50 ug/mL, se distribuy6 3 columnas
de 6 pozos cada una, dichas columnas estuvieron rotuladas para los ecotipos de Maca

Roja, Negra 'y Amarilla, y se incubo por 24 horas a 37°C y 5% de CO2.

Luego de incubar las células expuestas a 5 concentraciones distintas de 3 ecotipos de
maca, se procedid a retirar el medio de cultivo y se lavaron las células de cada pozo con
medio de cultivo incompleto DMEM, seguidamente se procedio a despegar las células
de la placa, para dicho procedimiento se siguieron las indicaciones del protocolo
descrito en el ANEXO 1.

La extraccion de RNA total de las células tratadas con maca, la medicion y evaluacion
de la Concentracion y Calidad e Integridad del material genético siguen el mismo
procedimiento descrito anteriormente (puntos 3.6.1, 3.6.2, 3.6.3,3.6.4, 3.6.5), asi como

también siguiendo los procedimientos en el ANEXO 2.

4.13. Medicion de la expresion relativa de los genes APP, PSEN1y BACEL por gPCR

En cuanto a la evaluacion de la amplificacion y expresion genética del ADNc de las
células cultivadas en 18 pozos y expuestas a 5 concentraciones diferentes de 3 ecotipos
de maca. Se empleé la técnica de amplificacion molecular qPCR, con la ayuda de
cebadores especificos (secuencias mostradas anteriormente en las TABLA N°3) que
reconocen secuencias nucleotidica especificas de los genes APP, PSEN1 y BACEL,
genes de interés en este estudio. La cuantificacion genética que se siguio fue del tipo
relativa para lo cual se empled el gen de referencia GAPDH y se utilizé la tecnologia de
las moléculas fluorescentes SYBRGreen. El kit empleado para la preparacion del Mix
de PCR fue el innuMIX gPCR SyGreen Sensitive (analytikjena) (Figura N° 13). Las
muestras preparadas en la cabina estéril de PCR, fueron codificadas y fueron llevadas a

placas de polipropileno (96 pozos) especiales para gPCR la placa fue colocada en el
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Termociclador para PCR en tiempo real (RealPlex, EPPENDORF), donde se configuro
el protocolo de corrida, se digito las muestras que serian procesadas y se procedio a dar
inicio a la amplificacion y evaluacion de la expresion genética (Figura N° 14)

Figura 13 Colorante Fluorescente SYBRGreen, empleado para
cuantificar la expresion génica de APP, PSEN1 y BACEL.

Fuente: Figura de fuente propia

Figura 14 Preparacion de las muestras para evaluar expresion,
génica empleando el equipo RealPlex EPPENDORF.

Fuente: Figura de fuente propia
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4.14. Efecto Neuroprotector de 3 Ecotipos de Maca (Amarilla, Negra y Roja) en células

de Neuroblatoma SH-SY5Y estresadas con el péptido p-Amiloide

Con el fin de evaluar el efecto Neuroprotector que podria tener Lepidium meyenii, se
probaron 03 ecotipos de maca (Amarilla, Negra y Roja).

Se procedi6 a descongelar células para iniciar los ensayos, se retird 03 crioviales crio
preservados a -180°C, se llevé a bafio maria (37°C) las células y luego se procedio a
repartirlas en flacks afiadiéndoles 5mL de medio especifico DMEM, este procedimiento
se realiz6 en cabina de bioseguridad tomando las medidas necesarias de bioseguridad.
Se dejaron las células cultivadas a condiciones 37°C y 5% CO , por un tiempo de 48

horas, hasta que se acondicionen, entren en confluencia y se logren diferenciar.

Posteriormente se realizé el despegue celular de los flacks previo andlisis en el
microscopio de fluorescencia invertido en el cual se pudo evidenciar la confluencia y
diferenciacion de las células de neuroblastoma. Se sigui6 el protocolo descrito en el
ANEXO 1, se procedio seguidamente a cultivar las células en las placas de 96 pozos, el
numero cultivado fue de 3 x 10* células /pozo en 200uL de medio completo DMEM, se
dejo a incubacién (37°C y 5% COz) por 24 horas.

4.14.1. Preparacion de muestras para evaluar el efecto neuroprotector de 3 ecotipos de
maca sobre células de neuroblastoma humano expuestas al péptido g-Amiloide
(0.5uM)

Pasadas las 24 horas de acondicionamiento celular, se prepar6 18 pozos divididos en
3 grupos, cada grupo representa un ecotipo de maca, en el siguiente cuadro se resume
los tratamientos preparados por ecotipo de maca (Tabla N°10), a células de
neuroblastoma se afiadié 2 concentraciones de maca (amarilla, negra y roja)
0.5ug/mL y 10ug/mL, los procedimientos se realizaron en condiciones estériles en la

cabina de bioseguridad.
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Tabla

Ecotipo Maca

Ecotipo Maca

Ecotipo Maca

Amarilla Negra Roja
Células + B-A+ | Células + B-A + | Células + B-A
Maca Amarilla Maca Negra + Maca Roja
0.5ug/mL 0.5ug/mL 0.5ug/mL
Células + B-A+ | Células + B-A + | Células + B-A
Maca Amarilla Maca + Maca Roja
lug/mL Negralug/mL lug/mL
Células + B-A+ | Células + B-A + | Células + B-A
Maca Amarilla Maca Negra + Maca Roja
10ug/mL 10ug/mL 10ug/mL
Células + B-A + | Células + B-A + | Células + B-A
Maca Amarilla Maca Negra + Maca Roja
25ug/mL 25ug/mL 25ug/mL
Células + B-A+ | Células + B-A + | Células + B-A
Maca Amarilla Maca Negra + Maca Roja
50ug/mL 50ug/mL 50ug/mL
Blanco Blanco Blanco

10

Muestras preparadas con Células SH-SY5Y, p-Amiloide (5uM) vy 2
concentraciones de 3 ecotipos de maca.

Los tratamientos con extractos de 3 ecotipos de maca fueron dejados en

incubacién por 24 horas a 37°C y 5% de CO2 con el fin de que los extractos

mencionados tengan efecto Neuroprotector sobre las células SH-SY5Y.,

Al termino de las 24 horas de incubacién, se afiadié a los 21 pozos tratados con

maca amarilla, negra y roja, el péptido p-Amiloide (0.5 uM) y dejado a incubacion
por 24 horas a 37°C y 5% de CO..

4.15. Preparacion de 3 ecotipos de maca sobre células de neuroblastoma humano como

Co-Tratamientos expuestas al péptido p-Amiloide (0.5uM)

Asi también se evalud el efecto como Co-Tratamiento que podrian tener los diferentes

ecotipos de maca que se han probado en este estudio. Luego de las 24 horas de

acondicionamiento celular, se logr6 preparar 21 pozos divididos en 3 grupos, cada grupo

representa un ecotipo de maca, en el ANEXO 4 se resume los tratamientos preparados
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por ecotipo de maca. Células de neuroblastoma se afiadieron en una primera etapa, 2
concentraciones de maca (amarilla, negra y roja) 0.5ug/mL y 10ug/mL, los
procedimientos se realizaron en condiciones estériles en la cabina de bioseguridad.

Los extractos de 3 ecotipos de maca fueron dejados en incubacién con las células de
neuroblastoma por 48 horas a 37°C y 5% de CO2 con el fin de que los extractos

mencionados ejerzan efecto Neuroprotector sobre las células SH-SY5Y.

En una segunda etapa (al termino de las 48 horas), se afiadio a los 21 pozos tratados con
maca amarilla, negra y roja, nuevamente 2 concentraciones de maca iguales a las que
utilizo en la primera etapa, esta vez acompafadas del péptido B-Amiloide (0.5 uM) y

dejado a incubacién por 48 horas mas a 37°C y 5% de COx.

4.16. Extraccion del ARN total, cuantificacion de la concentracion, calidad e integridad
del material genético, sintesis del ADNc y medicidon de la expresion genética de
APP, BACE1 y PSENL1 en células de neuroblastoma humano.

Los ensayos de medicion de la concentracion del ARN total, la medicion de la calidad
e integridad del material genético, la sintesis del ADNc y la medicion de la expresion
genética de APP, BACEL y PSEN1 han seguido el mismo procedimiento descrito

anteriormente.

4.17. Efecto Neuroprotector de N benciloctadecadienamida en células de Neuroblatoma
SH-SY5Y estresadas con el péptido p-Amiloide

Se ha trabajado también con el N benciloctadecadienamida que es una macamida
sintética la cual podria tener efecto Neuroprotector sobre células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano y su relacién con la expresion genética de los genes APP,
BACEL y PSEN1 cuando estos son estresados con el péptido B-amiloide, en este analisis
nos ayudé a conocer el efecto de una Macamida sintética (N bencil-

octadienildecadienamida.)

Se trabaj6 con células ya diferenciadas y en confluencia las cuales se encontraban
cultivadas en flacks de 15mL. Posteriormente se realizo el despegue celular de los flacks
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previo analisis en el microscopio de fluorescencia invertido en el cual se pudo evidenciar
la confluencia y diferenciacion de las células de neuroblastoma. Se siguié el protocolo
descrito en el ANEXO 1, se procedié a cultivar las células en placas de 96 pozos, el
numero cultivado fue de 3 x 10* células /pozo en 200uL de medio completo DMEM, se
dejo a incubacion (37°C y 5% CO3) por 24 horas.

4.17.1. Accion de macamida sintética sobre células de neuroblastoma humano como
Co-Tratamientos expuestas al péptido p-Amiloide (0.5uM)

Asi también se evaluo el efecto como Co-Tratamiento que podria tener el N bencil-
benciloctadecadienamida (M75). Luego de las 24 horas de acondicionamiento
celular, se logroé preparar 16 pozos divididos en 2 grupos, cada grupo representa una
concentracion de macamida sintética, en el ANEXO 5, se resume los tratamientos
preparados con N benciloctadecadienamida, a células de neuroblastoma se afiadi6 en
una primera etapa, 2 concentraciones M75 0.5ug/mL y 10ug/mL, los procedimientos

se realizaron en condiciones estériles en la cabina de bioseguridad.

Las concentraciones de M75 fueron dejados en incubacion con las células de
neuroblastoma por 48 horas a 37°C y 5% de COz con el fin de que ejerzan efecto

Neuroprotector sobre las células SH-SY5Y.

En una segunda etapa (al termino de las 48 horas), se afiadio a los 16 pozos tratados
con maca amarilla, negra y roja, nuevamente 2 concentraciones de maca iguales a las
que utilizo en la primera etapa, esta vez acompafadas del péptido B-Amiloide (0.5

uM) y dejado a incubacién por 48 horas mas a 37°C y 5% de COx.

4.18. Extraccion del ARN total, cuantificacidn de la concentracion, calidad e integridad
del material genético, sintesis del ADNc y medicidén de la expresion genética de
APP, BACE1 y PSENL1 en células de neuroblastoma humano.

Los ensayos de medicién de la concentracion del ARN total, la medicién de la calidad
e integridad del material genético, la sintesis del ADNc y la medicion de la expresion
genética de APP, BACEL1 y PSEN1 han seguido el mismo procedimiento descrito

anteriormente.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Establecimiento del cultivo de células de neuroblastoma

Se logré establecer con éxito cultivos celulares de neuroblastoma humano SH-SY5Y en el
laboratorio de Biologia Molecular y Farmacologia experimental de la Universidad Catdlica
de Santa Maria. Estas células crecieron con éxito en medio de cultivo celular especifico
Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal
y 1X de antibidtico-antimicético. Las células SH-SY5Y fueron trabajadas desde su primera
generacion, logrando soportar repetidos pases o subcultivos por un lapso de 6 meses. Asi
mismo a lo largo del manejo de los cultivos celulares, no se presentaron inconvenientes que
podrian ser determinantes en la obtencion de los resultados, siendo estos la contaminacion
del cultivo celular y muerte de las células SH-SY5Y por bacterias u hongos, lo que nos lleva
a afirmar que se han establecido buenas practicas de esterilidad y buena técnica de cultivo
celular. En el 2013, Brar, N. trabajo con la misma linea celular (SH -SY5Y), acondicionando
las células con reactivos iguales y concentraciones a las que hemos trabajado, empleo
también tripsina para lograr despegar las células que son adherente, se puede concluir
indicando que los procedimientos para acondicionar lineas celulares son estandares y
obedecen a protocolos ya establecidos para cada tipo de célula a investigar. Asi también
Brar, N., luego de acondicionar las células de neuroblastoma realizo el conteo empleando un
hemocitometro y para evaluar la viabilidad celular en su trabajo, empleo la técnica de Azul
de tripan, las técnicas indicadas anteriormente presentan una menor sensibilidad que otras
ya que el ensayo es limitado por una mala absorcion del colorante, asi como la técnica es
manual y puede generar errores. Mufioz, T. en el 2010 evalud vialidad celular con el método
con sal de Tetrazolio (MTT) técnica mas compleja que la de Azul de Tripan. En el presente
trabajo el conteo celular y la evaluacion de la viabilidad celular fueron realizadas por
Fluorescencia empleando el Muse Cell Analyzer (MERCK), el cual se basa en la

discriminacion precisa de células muertas y vivas
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En cuanto a los resultados microscopicos de las células in vitro, la morfologia de las células
proliferantes fue tipicamente de células en forma alargada, de tamafio regular, adherentes y
brillantes.

2. [Extraccion de ARN total a partir de células de neuroblastoma humano

El presente trabajo de investigacion analizo 49 muestras de lineas celulares SH-SY5Y de
neuroblastoma humano cultivadas in vitro, para la extraccion de Acido Ribonucleico (ARN),
se empled 3 x 10* células/mL, dichas células deberian estar en un 80% de viabilidad celular
a mas. Para la extraccion de ARN total a partir de las células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y empleando el método TRIZOL — Alcohol Isoamilico. Brar. N, en el 2013, empleo el
método de Cloroformo — Alcohol Isoamilico, usando Isopropanol libre de RNasas,
empleando 2 x 108 células/mL . Mufioz, T., en el 2010 cultivo 2 x 10° células/mL para extraer
ARN de células, el método empleado en esa investigacion es el de columnas de silica (High
Pure RNA Isolation kit (Roche)), los métodos de TRIZOL-Alcohol Isodmilico y Columnas
de Silica han resultado hoy en dia de gran importancia y son los métodos que son empleados
con mas frecuencia en ensayos de investigacion y diagnéstico molecular, siendo escogidos
por su simpleza, rapidez en su desarrollo y a la vez por no presentar muestras de ARN total
aislado con rastros de contaminacion; por otro lado el método de Cloroformo-Alcohol
Isoamilico, presentan desventajas sobre los antes mencionados, ya que es un método
complejo y que toma un tiempo estimado para poder trabajarlo, ademas de la contaminacion

y degradacion del ARN en la mayoria de muestras por causa del Cloroformo.

La calidad del material genético se midi6 empleando la técnica de espectrofotometria en un
espectrofotometro multiparametro, utilizando placas de 96 pozos. Las longitudes de onda
con las cuales se trabajé: 230 nm, 260 nm y 280 nm. Para a relacion 260/280, se obtuvieron
valores desde 1.8 hasta 2.1; lo cual indica que existe una pureza aceptable a éptima en las
muestras de células SH-SY5Y, permitiéndonos seguir con los ensayos moleculares

posteriores. (66)

Por otro lado, la relacion 260/230 que evalla contaminacién con Tiocianato de guanidina,
nos proporciond valores mayores a 1.5, lo que indica que no hay contaminacion por sales,
carbohidratos o fenoles. (Los valores de las lecturas en el espectrofotdmetro y las relaciones
260/280 y 260/230 de las muestras de ARN se observa en ANEXOS 6). Comparando este
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método de extraccion con otros que emplean columnas de silica, podemos aseverar que el
método de TRIZOL-Alcohol Isoamilico presenta mejores resultados en cuanto a la

contaminacion de las muestras.

Tambien se ha evaluado la integridad de cada ARN total (49 muestras) extraido, la técnica
empleada fue la electroforesis del tipo submarino, se obtuvieron bandas definidas
correspondientes a los 2 tipos de ARN ribosémico (28S y 18S), estas fueron identificadas
cuando las muestras fueron expuestas ante luz UV, lo que verifica la integridad de la
totalidad de las muestras de ARN de células SH-Sy5Y. EI ARN ribosomal (ARNF)
representa la mayor parte del ARN total, aproximadamente el 75% del ARN total, el otro
25% esta conformado por el ARN mensajero (ARNm) y el ARN de transferencia (ARNt),
ademaés de otros micro ARN que representan un porcentaje demasiado pequefio. En una
corrida electroforética normal en el gel de agarosa, el ARN es clasico encontrar dos o tres
bandas, ordenadas por tamarfio, correspondientes a las subunidades 28S, 18S y 5,8S del
ARNr(Figura N° 15); sin embargo, la mayoria de las veces no se logra visualizar la Gltima
banda 5,8S debido a que es muy pequefia en comparacion a las otras dos, en el presente
trabajo se ha evidenciado claramente las 2 bandas mas grandes correspondientes al ARN
ribosomal (28S y 18S) (69)

M1M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

28S
18S

Figura 15 Corrida electroforética de los ARN extraidos de voluntarios con
epilepsia. Agarosa: 1%. Condiciones de corrida: 80V/30min.

Fuente: Figura de fuente propia
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3. Cuantificacion del ARN obtenido por fluorometria

La concentracion del ARN obtenido se logré cuantificar empleando la técnica de
fluorometria, el equipo empleando fue el fluorometro Qubit 2.0. El reactivo que permite la
cuantificacion es un Fluoréforo que se intercala en el ARN de una sola hebra, reconociendo
al nucledtido Uracilo que no lo presenta el ADN bicatenario, emitiendo fluorescencia
proporcional a la concentracion de ARN en la muestra que se estd midiendo y ésta es
detectada por el equipo. El fluorémetro muestra la concentracion de ARN en ng/uL. En otros
trabajos de investigacion como en el de Mufioz. T, en el 2010 midi6 la concentracion de
ARN por espectrofotometria empleando el equipo Nanodrop ND-1000 (Nanodrop
Technologies), en el presente trabajo se ha empleado la técnica de Fluorometria empleando
el QUBIT 2.0 (LIFE TECHNOLOGIES), siendo mucho maés especifica y sensible que la
espectrofotometria ya que emplea tecnologia dirigida y especifica para el acido nucleico que

se mide.

Los valores obtenidos para la cuantificacion de ARN total en las 49, oscilan entre 10 ng/uL
y 80 ng/pL. (En ANEXOS 7 se muestra las concentraciones de los ARN extraidos de células
de Neuroblastoma humano SH-SY5Y)

4. Sintesis de ADNc y cuantificacion por fluorometria

Para iniciar el analisis de expresion genética, es necesario realizar la sintesis del ADN

complementario (ADNCc) de todas las muestras de ARN empleadas.

La sintesis de ADNc fue importante para iniciar la medicion de la expresion de los genes
APP, BACE1 y PSENL, ya que para los ensayos es necesario tener una secuencia de ADN
y no de ARN; dicha conversion se hizo con la ayuda de la enzima retro-transcriptasa.

La cuantificacion del ADNCc se realizé de la misma manera que la del ARN, empleando un
kit especifico para cuantificar ADN genomico, por fluorometria. Los valores de
concentraciones de ADNCc de voluntarios con epilepsia oscilaron entre 2.25 ng/uL y 8.25
ng/uL (ANEXO 8)
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5.  Medicion de la expresion relativa de los genes APP, BACE1 y PSEN1

La cuantificacion de la expresion de los genes se realizé6 mediante la técnica molecular de
PCR en tiempo real, esta técnica nos muestra la amplificacion de la regidn genética de interés
empleando iniciadores especificos (primes) y sondas fluorescentes. A mayor producto de
interés encontrado por los cebadores, mayor emision de fluorescencia va detectando el
equipo. La fluorescencia es emitida por un agente que se intercala en los amplicones
sintetizados, en este caso se utilizd el colorante fluorescente SYBRGreen. La cuantificacion
relativa se emple6 para obtener resultados de expresion genética, este tipo de cuantificacion
se realiza en presencia de un gen de referencia como el Gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), el cual tiene la caracteristica de mantener sus niveles de

expresion génica constante y permite compararlo con los genes a analizar.

Este método dio dos valores para cada reaccion. El primero, el ciclo umbral (threshold cycle,
Ct) de cada gen, que significa el nimero de ciclo en el que la curva de reaccion cruza el
umbral, este valor indica cuantos ciclos tomé al equipo detectar una sefial de amplificacion
de lamuestra (Figura N°16). El segundo, la temperatura de fusion (melting temperature, Tm)
de cada gen, que sefiala la temperatura a la cual la mitad del amplicdn se encuentra completa
y la otra mitad se encuentra desnaturalizada. Esta temperatura es Gnica para cada gen y con

ella se pudo comprobar que se amplifico el gen esperado.
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Figura 16 Curvas de amplificacion por gPCR de los genes APP, PSEN1y
BACEL.

Fuente: Figura de fuente propia
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En el lado izquierdo de la Figura N° 16 se puede observar la curva de amplificacion, en color
verde para el gen de referencia GAPDH que amplifico entre los ciclos 17 a 25 y en color
azul para el gen MDR1 que amplifico entre los ciclos 24 a 29. Ademas, se observan dos
lineas rectas por debajo de las demas curvas que corresponden a los controles negativos para
ambos genes. Estos controles no muestran amplificacion alguna al no haber ningun artefacto
que pueda interferir con la amplificacién y demuestran que los resultados son fiables y que
ningun resultado puede ser algun falso positivo. En el lado derecho se observa la segunda
parte de la gPCR, que corresponde al protocolo que sigue el equipo para realizar las curvas

de disociacién (curvas de melting).

1004
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40
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Figura 17 Curvas de disociacion de los genes PSEN1, BACE1y GAPDH

Fuente: Figura de fuente propia

En la Figura N°17 se observan las curvas de disociacion resultantes para los genes BACE1
80+ 0.34, PSEN181+ 0.28 y GAPDH en color azul. EI Tm promedio y del gen GAPDH fue
83.4 £ 0.45 para todas las muestras analizadas, como se observa en la imagen, lo que indica

que se logré la amplificacion de los genes esperados.

6. Reporte de la expresion de los genes APP, BACE1 y PSEN1

Los valores de expresion relativa de los genes APP, BACE1 y PSENL se hallaron mediante
el uso de la formula de Pfaffl o el método 1lamado “delta delta Ct” que da como resultado el
namero de veces que se esta expresando el gen analizado, en este caso hablamos de los genes
APP, BACE1 y PSENL1, en comparacién al gen de referencia GAPDH; se podria decir que
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el gen GAPDH equivale a 1 vez y el gen APP, BACE1 y PSEN1 puede estar expresado mas
0 menos respecto a GAPDH. En el 2010, Mufioz, T. realizo la investigacion “Aproximacion
in vitro a la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer Familiar™ en la cual evaluo la
expresion genética del gen APP, en ella empleo también la técnica molecular de PCR en
tiempo real, analizando dicha expresion con la cuantificacion del tipo relativa, ademas al
emplear este tipo de cuantificacion pues escogié el gen de referencia Gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Por otro lado, la investigacion realizada en el 2013 por Brar, N.
en la que investigo el efecto de los canabinoides en la expresion genética de APP, BACEly
APOE, empleo también la misma técnica molecular, escogiendo como genes de referencia
a GAPDH y B-2 Microglobulina (f2M), indicando que son los mejores genes de referencia.
Nur, A. en el 2015, escogio6 la PCR en tiempo real multiplex para analizar en una misma
reaccién mas de un gen cuando evalla la expresion de APP, BACE1, ADAM10, EEF1A1,

escogiendo como genes de referencia GAPDH y B-Actina.

Un primer andlisis fue la expresion genética de células SH-SY5Y sometidas a 5
concentraciones distintas del péptido -Amiloide (0.1, 0.5, 1, 5y 10uM); un segundo anélisis
el cual evalua la expresion génica de las células antes mencionadas cuando son sometidas a
3 ecotipos de maca (amarilla, roja y negra) en 5 concentraciones distintas (0.5, 1, 10, 25 y
50ug/mL); un tercer analisis evaluando el efecto Neuroprotector que podria tener los 3
ecotipo de maca en las células SH-SYS5Y, expuestas a B-Amiloide; y un cuarto y Gltimo
analisis del efecto Neuroprotector que podria tener una macamida sintética en células

expuestas a 3-amiloide.

Cuando células SH-SY5Y fueron expuestas a 5 concentraciones de B-Amiloide, y se midié
su expresion, se observé que a concentraciones maximas de 10uM, fue mayor en la expresion
de los genes APP, BACE1 y APSENL1, asi también las concentraciones restantes produjeron

un incremento en la expresion génica.

En cuanto a los tratamientos con los 3 ecotipos de maca, muestro estudio demostré que los
niveles sobre expresados mediados por PB-Amiloide son regulados y disminuyen
significativamente cuando son tratados con este tubérculo (maca). Mejor respuesta
inhibiendo la actividad de B-Amiloide se da con el tratamiento con maca negra y resultados
muy parecidos los presenta cuando se aplica N — benciloctadecadienamida (M75) sobre las
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células SH-SY5Y cuando son estresadas con B-Amiloide. Esto nos indica que la maca negra.
En el estudio de Brar, N del 2013, se probo el efecto que podria tener Anandamida en la
expresion de los genes APP, APOE y BACEL, encontrdndose que la Anandamida este
estudio tambien demostro que la Anandamida disminuyd significativamente los niveles de
expresion de APP y BACE1L, pero no ApoE. Los resultados de expresion de todas las

muestras se encuentran en EL ANEXO 9.

7. Resultados y Anélisis de la VVariacion de la Expresion Génica de células SH-SY5Y con

respecto a 3 ecotipos de maca.

Se puede indicar gue con referencia a los 3 ecotipos de maca cuando fueron expuestos a
células SH-SY por 24 horas y luego se afiadio una concentracion de 0.5uM del péptido f3-
Amiloide, los 3 ecotipos de maca reducen la sobre expresion genética presente en las células
de neuroblastoma, provocadas por el péptido B-Amiloide. El ecotipo maca negra en la
concentracion de 0.5ug/ml, tendria un mejor efecto disminuyendo la sobre expresion en el
gen BACEL en 12.5 veces menos; asi también al haber empleado una concentracion de
10ug/mL de maca negra se observd una disminucién en la sobre expresion de hasta 24,6
veces. Con respecto al ecotipo maca roja y amarilla, reducen también los niveles sobre
expresados de BACEL, los rangos oscilan entre 5.9-10.3 veces menor expresion a
concentraciones de maca de 0.5ug/mL y 3.38 — 3.35 veces menor expresion a 10ug/mL de

maca roja y amarilla.

Con respecto a la expresion provocada por los Co-Tratamientos con los 3 ecotipos de maca,
podemos aseverar que al tratar las células con maca negra(0.5ug/mL) por 24 horas y luego
afiadir nuevamente maca en la misma concentracion incluyendo ademas el péptido B-
Amiloide, la expresion genética se ve reducida hasta por 53.9 veces, le sigue el ecotipo maca
amarilla con hasta 4.15 veces menos y maca ecotipo rojo, 2.29 veces. Asi también la
evaluacion de la expresion génica con que el mismo tratamiento y co tratamiento con maca
negra(10ug/ml) que se ha descrito anteriormente, reduce la expresién de BACEL hasta en 42
veces, le sigue el ecotipo maca amarilla con 3.21 veces menos expresado y 2.68 veces para

el ecotipo maca roja.

Al ser expuestas las células SH-SY5Y al péptido B-Amiloide (agente estresante), se midio

la expresion del gen PSENL1 el cual nos indica que hay una sobreexpresion de hasta 13.85
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veces mas que el gene de referencia GPDH. Cuando se afadio el ecotipo maca
negra(0.5ug/mL) sobre las células SH-SY5Y vy se dejé en incubacion por 24 horas y luego
se expuso dichas células a 5uM del péptido, se observé que hubo una reduccién en la
expresion génico de PSEN1de hasta 125 veces; al emplear una concentracion de 10ug/mL
del ecotipo maca negra tambien redujo los niveles de expresion del gen PSEN1 hasta en 22.3
veces. En cuanto al ecotipo maca roja y maca amarilla, estos también redujeron los niveles
de expresion del gen analizado, pero con valores muy parecidos, usando 0.5ug/mL (3.3-4.9
veces) y trabajando con 10ug/mL de maca negra (3.1-4.17 veces). Al analizar la expresion
génica de PSENL en las células de neuroblastoma, la expresion del gen PSEN1 cuando se
empled CO-Tratamientos se logro encontrar que las muestras con maca negra expuestas a
48 horas han logrado reducir la sobrexpresion genética en 29.4 y 10.5 veces respectivamente.
Los niveles de expresion de PSEN1 frente a la exposicion con el ecotipo rojo fueron muy
bajos, la expresion solo cambio en 3.25 y 1.56 veces para los tratamientos con 0.5ug/mL y

10ug/mL respectivamente.

Se midié la expresion génica de APP en células expuestas al péptido B-Amiloide,
presentando una sobreexpresion de 7.45 veces. Dichas células al ser tratadas con el ecotipo
maca negra, a una concentracion de 0.5ug/mL y 10ug/mL, redujeron su nivel de expresion
en hasta 4.7 y 14.05 veces menos respectivamente. Los Co-tratamientos con las mismas
concentraciones de maca, también redujeron los niveles de sobreexpresion entre 7.6 y 8.3

VECES Menos.

EL ecotipo maca roja para los tratamientos de 24 horas con concentraciones de 0.5y 10ug/ml
redujeron los niveles de expresion solamente en 0.22 y 4.5 veces respectivamente, siendo el
ecotipo con menos capacidad para reducir la expresion genética. Maca roja cuando fue
administrada como Co-Tratamiento redujo la expresion solamente en 21.3 veces a una
concentracion de 0.5ug/ml y 17 veces cuando a una concentracién de 10ug/ml, cuando se
expuso células de neuroblastoma con maca roja cuando se trabajo a 48 horas de incubacion

con maca.

Los tratamientos que tuvieron de por medio la administracion del ecotipo maca amarilla
(0.5ug/mL y 10ug/mL), redujeron la sobreexpresion provocada por f-Amiloide en 6.15 y

4.9 veces respectivamente. En cuanto a los Co-Tratamientos, la expresion genética se vio
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disminuida en 12.6 y 3.22 veces cuando las células fueron tratadas por 48 horas (Co-

Tratamiento),

Al trabajar sobre el gen BACEL, los resultados de expresion genética cuando fueron
expuestas las células SH-SY5Y al péptido B-Amiloide, se evidencio una sobrexpresion de
dicho gen por 42.22 veces. Cuando se afiadio dos concentraciones del ecotipo maca (0.5 y
10ug/mL) expuestas por 24 horas, la sobreexpresion disminuyo en 54.8 y 111.1 veces.
Cuando se agregaron los co-tratamientos de maca negra por 48 horas, se obtuvo una
disminucion de la expresion en 234.5 veces menos (0.5ug/ml) y 183.5 veces menos para una

concentracion de 10ug/ml.

Cuando se probo los ecotipos maca roja y maca amarilla (24 horas), a una concentracién de
0.5ug/ml, se obtuvo una disminucion en la expresion de 44.9 'y 25,7 veces menos; y al probar
la concentracion de maca 10ug/mL, se encontr6 que el gen BACEL disminuye la

sobreexpresion en 14.7 y 15.02 veces.

Al probar los Co-tratamientos de maca roja y amarilla, después de las 48 horas, se encontro
una expresion disminuida de 9.95 y 18.04 veces menos a una concentracion de maca roja de
0.5ug/mL. AL probar los Co-Tratamientos con una concentracion de maca 10ug/mL, se
logré identificar una diminucion en la expresion del gen BACEL de 11.66 y 13.98 veces

menaos.

8. Resultados y Andlisis de la Variacién de la Expresion Génica de células SH-SY5Y

administrando N — benciloctadecadienamida (M75).

Se probé también el efecto que podria tener N — benciloctadecadienamida (M75) en la
reduccién de la sobrexpresion génica de las células SH-SY5Y de neuroblastoma humano
cuando fueron sometidas al péptido B-Amiloide (0.5uM).

Con respecto al analisis de la expresion del gen BACEL, M75 al ser administrada en 2
concentraciones distintas (0.5ug/mL y 10ug/mL) redujeron satisfactoriamente la
sobrexpresion estimulada por B-Amiloide. Las células SH-SY5Y presentaron 42.22 veces
aumentada la expresion cuando se administro 5uM de B-Amiloide, M75 logro disminuir la
expresion en 4222 veces y 108.25 veces menos, teniendo mejores resultados que cuando se
administr6 solamente maca en su totalidad (extracto). También se administr6 M75 como Co-
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Tratamiento a las células estresadas con B-Amiloide, en concentraciones de 0.5 y 10ug/mL
de M75, incubando por 48 horas para luego administrar las mismas concentraciones de M75
por 48 horas mas en conjunto con -Amiloide. Este Co-Tratamiento permitio reducir la
expresion genética de BACE1L en 162.4 y 150.8 veces menos.

Al evaluar la expresion del gen PSEN1 con los Co-Tratamientos, se observa que las células
SH-SY5Y expuestas a 5uM de B-Amiloide y dejdndolas con M75 por 24 horas, la expresion
genética de la muestra con 0.5ug/mL de M75, redujo la expresion génica 28.26veces en
células con 10ug/mL de M75, redujo 4.87 veces. Para los Co-Tratamientos administrados a
las 48 horas y donde se agrego por 2 veces consecutivas M75, la expresion genética se redujo
en 18.5 (0.5ug/mL M75) y 11.16 (10ug/mL).

La expresion del gen APP con los Co-Tratamientos, nos brinda resultados también bastante
satisfactorios, se observa que las células SH-SYS5Y expuestas a 5SuM de B-Amiloide y
dejandolas con M75 por 24 horas, la expresion genética de la muestra con 0.5ug/mL de M75,
redujo la expresion génica 745 veces y en células con 10ug/mL de M75, redujo 19.1 veces.
Para los Co-Tratamientos administrados a las 48 horas y donde se agreg6é por 2 veces
consecutivas M75, la expresion genética se redujo en 28.65 (0.5ug/mL M75) y 26.6
(10ug/mL).

9. Resultados Estadisticos

En la Tabla N°11 se muestra el analisis de varianza multifactorial realizado para contrastar
la hipotesis nula referida a la expresion de los genes APP, BACE1 y PSEN1, y de las
concentraciones de B-Amiloide. Se puede observar que en dicha tabla existe un efecto
estadisticamente significativo en la expresion genética de las células para el factor gen, es
decir la expresion genética no sera la misma si se evalian un gen u otro (APP, BACE1,
PSEN1) a una misma concentracion del péptido y la interaccion de ambos factores
presentaron un efecto significativo (p<0.05), es decir la expresion genética no sera la misma

si se evaltan un gen u otro a diferentes concentraciones del péptido B-Amiloide.

Tabla 11 Andlisis de varianza multifactorial para la expresion genética de BACEL,
APP y PSENL1 en células SH-SY5Y expuestas a f-Amiloide
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Figura 18 Expresion genética de BACEL, APP y PSENL1 en células SH-
SYSY expuestas a p-Amiloide
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En la Figura N° 18, se muestra los valores promedios para la expresion génica de las
células SH-SY5Y de neuroblastoma human, expuestas a -Amiloide, en verde el gen
BACEL, en azul el gen APP y en beige el gen PSEN1. Se puede observar que el gen
BACE1 presento una mayor sobreexpresion génica estadisticamente significativa (95%
de confianza) y mayor que los genes APP y PSENL1 con valores crecientes a mayor
concentracion de B-Amiloide. Asi mismo, dicha sobreexpresion llego a valores de 238.86
+/- 8.41 cuando las células fueron sometidas a una concentracion de 10uM de B-Amiloide.
La menor expresion encontrada fue el gen APP a concentraciones de 0.1uM, estos datos
se pueden observar en la Tabla N° 12.

Tabla 12 Comparaciones multiples para la expresion genética en células SH-SY5Y
expuestas a f-amiloide.

B amiloide Tasa de crecimiento Desviacion estandar
0.1uM 24.76+/-2.78° 1.1201
0.5uM 42.22+/-2.17° 0.8750
BACE1l 1uM 74.03+/-2.63¢ 1.0632
SuM 9.71+/-0.11% 0.0450
10uM 238.86+/-8.41°¢ 3.3851
0.1uM 6.45+/-1.942 0.7812
0.5uM 7.45+/-1.612 0.6509
APP 1uM 10.87+/-1.17° 0.4701
5uM 12.22+/-1.89" 0.7604
10uM 13.98+/-4.23° 1.7046
0.1uM 16.35+/-16.812 6.7675
0.5uM 6.75+/-0.51% 0.2055
PSEN1 1uM 11.58+/-0.8? 0.3233
SuM 13.85+/-0.642 0.2573
10uM 20.44+/-22.07% 8.8855
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El analisis de varianza realizado para la expresion genética en el gen BACE mostro un valor-
p<0.05, al igual que el realizado para los promedios de la expresion del gen APP cuando se
sometié a diferentes concentraciones de B-amiloide, esto significa que existen diferencias
estadisticamente significativas con un 95 % de confianza para los promedios de la expresion
observados en genes BACE y APP sometidos a diferentes concentraciones de B-Amiloide
(uM). Para poder identificar diferencias entre los tratamientos se empled la prueba de
comparaciones multiples segin LSD de Fisher identificando diferencias estadisticamente
significativas en aquellos grupos con diferente superindice. EI Analisis de varianza realizado
para PSEN1 muestra que no existen diferencia estadisticamente significativa (p= 0.0638)
entre los promedios de las expresiones genéticas cuando las células son sometidas a

diferentes concentraciones de f-Amiloide.

También en el caso del analisis en el cual se cultivaron células SH-SY5Y y fueron expuestas
a cinco concentraciones (0.5, 1, 10, 25 y 50ug/mL) diferentes de 03 ecotipos de maca
(amarilla, negray roja). Se muestraen la Tabla N° 13 en el analisis de varianza multifactorial
para la expresion del gen BACEL, realizado para contrastar la hip6tesis nula referidas a la
expresion de los genes BACEL. Asi también se encontraron diferencias significativas en
cuanto a las 5 concentraciones distintas de maca con las que se trabajo, teniendo también
valores p = 0.00. Se puede mostrar también en la Figura N° 19 el cuadro comparativo de la
expresion génica versus las cinco concentraciones de los 03 ecotipos de maca, que para la
concentracion de 0.5y 1 ug/mL no se han encontrado diferencias significativas a un nivel
de confianza de 95%, al realizar el analisis de comparaciones multiples ambas presentan los
mismos superindices (LSD Fisher) (Tabla N° 14)
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Tabla 13 Anélisis de varianza multifactorial para la expresion del gen BACEL en células
SH-SY5Y expuestas a 03 ecotipos maca

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo corregido 64,9052 14 4,636 54,930 0.000
Interseccion 42,214 1 42,214 500,173 0.000
Tipo maca 9,735 2 4868 57,674 0.000
Concentracion 18,553 4 4,638 54,956 0.000
Tipo maca * Concentracion 36,617 8 4,577 54,231 0.000
Error 2,532 30 ,084

Total 109,651 45

Total corregido 67,437 44

a. R al cuadrado = ,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)
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Figura 19 Expresion del gen BACEL1 en células SH-SY5Y .expuestas a 03 ecotipos tipos de
maca
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Tabla 14 Comparaciones multiples para la expresion del gen BACEL en
células SH-SY5Y expuestas a maca

Expresion Desviacion Estandar
0.5 ug/mL 0.34+/-0.04° 0.0156
1 ug/mL 0.45+/-0.15°¢ 0.0600
Maca Roja 10 ug/mL 0.01+/-0.00° 0.0000
25 ug/mL 0.32+/-0.19° 0.0751
50 ug/mL 0.44+/-0.06 0.0236
0.5 ug/mL 3.86+/-1.41" 0.5666
1 ug/mL 0.86+/-0.78 2 0.3150
A:\n":rcﬁla 10 ug/mL 0.47+/-0.25 0.1000
25 ug/mL 0.78+/-0.062 0.0252
50ug/mL 0.66+/-0.21 2 0.0851
0.5 ug/mL 0.92+/-0.50° 0.2026
1 ug/mL 4.09+/-2.10° 0.8457
Maca Negra
10 ug/mL 0.61+/-0.582 0.2350
25 ug/mL 0.33+/-0.19° 0.07506

En cuanto a la expresion genica de APP en las células SH-SY5Y expuestas 05

concentraciones distintas de 03 ecotipos de maca, en el analisis de varianza multifactorial

en la expresion del gen APP en células SH-SY5Y, en la Tabla N°15 el andlisis que se

realiz6 para contrastar la hipétesis nula referidas a la expresion del gen APP se encontro

diferencias estadisticamente significativas en cuanto a las 5 concentraciones distintas de

03 ecotipos de maca con las que se trabajé (amarilla, negra y roja), teniendo también

(p<0.05). Resultados iguales fueron al encontrar también diferencias significativas

cuando se trabaja con diferentes concentraciones de maca.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&@  DE SANTA MARIA

Tabla 15 Analisis de varianza multifactorial para la expresion del gen APP en células SH-
SY5Y expuestas a03 ecotipos de maca

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo corregido 38404.8842 14 2743.206 178.669 0.000
Interseccion 2343.596 1 23436.596 1526.460 0.000
TIPOMACA 35890.284 2 17945.142 1168.794 0.000
CONCENTRACION 664.154 4 166.039  10.814 0.000
TIPOMACA *
CONCENTRACION 1850.446 8 231.306  15.065 0.000
Error 460.607 30 15.354
Total 62302.087 45
Total corregido 38865.491 44

a. R al cuadrado =,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)

En la Figura N° 20figura se muestra los valores promedios para la expresion génica del APP
en células SH-SY5Y de neuroblastoma humano, expuestas a 03 ecotipos de maca a cinco
concentraciones diferentes. En verde el ecotipo maca negra, en azul el ecotipo maca amarilla
y en beige el ecotipo maca roja. Se puede observar que las células expuestas al ecotipo maca
roja presentan mayor expresion génica estadisticamente significativa (95% de confianza) y
mayor que los ecotipos Amarilla y Negra Asi mismo, dicha sobreexpresion llego a valores
de 86.22+/-26.79 (Tabla N° 16) cuando las celulas fueron sometidas a una concentracion de
50ug/mL de maca roja. La menor expresién encontrada fue empleando maca negra a
concentraciones de 25ug/mL.
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Figura 20 Expresion del gen APP en células SH-SY5Y .expuestas a 03

ecotipos de maca

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Tabla 16 Comparaciones multiples para la expresion del gen APP en células
SH-SY5Y expuestas a diferentes concentraciones y 03 ecotipos de maca

Expresion Desviacion Estandar
0.5 ug/mL 58.49+/-20.46% 8.2351
1 ug/mL 48.84+/-12.37° 4.9800
Maca Roja 10 ug/mL 64.45+/-6.79° 2.7350
25 ug/mL 55.72+/-7.89% 3.1750
50 ug/mL 86.22+/-26.79° 10.785
0.5 ug/mL 4.44+[-1.49° 0.6000
1 ug/mL 5.17+/-4.07° 1.6400
A:\n":rcﬁ‘la 10 ug/mL 1.71+/-0.41% 0.1650
25 ug/mL 6.75+/-0.69¢ 0.2761
50 ug/mL 2.38+/-0.43" 0.1750
0.5 ug/mL 2.41+/-1.16° 0.4650
1 ug/mL 1.82+/-1.25% 0.5050
10 ug/mL 1.97+/-0.48%® 0.1950
Maca Negra
25 ug/mL 0.0451
1.38+/-0.11°
50 ug/mL 1.58+/-0.842 0.3400

En cuanto a la expresion génica de PSEN1 con 03 ecotipos de maca, sobre células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, en la Tabla N°17 se ha encontrado diferencia estadisticamente
significativa p<0.5 en relacidn al trabajar con 3 tipos diferentes de maca (amarilla, negra y roja),
también se puede aseverar que hay diferencias significativas en cuanto se trabaja con diferentes
concentraciones de 3 ecotipos de maca. En cuanto a la FIGURA N°21, se observan los promedios
en la expresion genica de PSEN1 cuando fueron expuestas a 5 concentraciones de maca, en azul
se muestra la expresion del gen PSEN1 expuesto a maca amarilla, en verde se muestran los
resultados para células expuestas a maca negra y en beige se encuentran las muestras expuestas
a maca roja. En el analisis de comparaciones multiples (Tabla N° 18), se podemos aseverar que
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la mayor expresion génica de PSEN1 se da en las células expuestas a maca roja (17.6 +/-0.85) y

resultados minimos en los cambios de expresion génica se dio cuando se trabajé con el ecotipo

maca negra (0.01+/0.02-). Para encontrar diferencias entre los tratamientos se empled la prueba

de comparaciones multiples segun LSD de Fisher identificando diferencias estadisticamente

significativas entre grupos con diferente superindice

Tabla 17Analisis de varianza multifactorial para la expresion del PSEN1 en célulasnSH-

Y5Y expuestas a 03 ecotipos de maca

Suma de Cuadrado
Fuente Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Modelo corregido 986.409% 14 70.458 102,658 0.00
Interseccién 37.638 1 377.638 550,226 0.00
TIPOMACA 436.396 2 218.198 317,918 0.00
CONCENTRACION 271.478 4 67.869 98,887 0.00
TIPOMACA *
CONCENTRACION 278.536 8 34.817 50,729 0.00
Error 20590 30 ,686
Total 1384.638 45
Total corregido 1006.999 44

a. R al cuadrado = ,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)
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=
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5,00+

a
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EMACA AMA
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Figura 21Expresion del gen PSEN1 en células SH-SY5Yexpuestas a 03 ecotipos maca
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Tabla 18 Comparaciones multiples para la expresion del gen PSEN1 en células SH-SY5Y
expuestas a diferentes concentraciones y tipos de maca

Expresion Desviacion Estandar
0.5 ug/mL 7.2+/-12.85° 5.1742
1 ug/mL 17.16+/-0.85¢ 0.3420
Maca Roja 10 ug/mL 2.64+/-2.96% 1.1935
25 ug/mL 2.75+/-5.22% 2.1000
50 ug/mL 2.03+/-2.542 1.0227
0.5 ug/mL 0.39+/-0.072 0.0300
1 ug/mL 4.96+/-5.01° 2.0179
A:\n":rcﬁla 10 ug/mL 0.92+/-0.4% 0.1600
25 ug/mL 0.5+/-0.632 0.2550
50 ug/mL 0.07+/-0.052 0.0200
0.5 ug/mL 0.04+/-0.01%° 0.00578
1 ug/mL 0.08+/-0.02° 0.0100
Maca Negra 10 ug/mL 0.22+/-0.07¢ 0.0300
25 ug/mL 0.01+/-0.022 0.0100
50 ug/mL 0.07+/-0.11° 0.0451

En unatercera y cuarta etapa del ensayo, se trabajo con celulas de neuroblastoma, exponiendolas
a diferentes tratamiesntos con los 03 ecotipos de maca(0.5 y 10ug/mL) por 24 horas tratando de
que maca desarrolle un efecto neuroprotector en las celulas cuando estas sean expuestas a 3-
Amiloide(5uM) por 24 horas mas, asi tambien otro tratamiento de celulas con 3 ecotipos de
maca (0.5 y 10ug/mL) por 48 horas para luego adminitrar un Co-Tratamiento nuevamnete con
maca amarilla, negra y roja con B-Amiloide. Un ultimo tratamiento que se analizo fue cuando
las celulas SH-SY5Y fueron expuestas a una macamida sintetica la cual se administro en
concentraciones de 0.5 y 10ug/mL, asi como se preparo la macamida sintetica como Co-

Tratamiento.
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En la Tabla N° 19, se muestra el analisis de varianza multifactorial de la expresion genica de
BACEL1 expuesta a 7 tratamientos con 3 ecotipos distintos de maca y N-benciloctadecanamide
(M75). Se observa en cuanto al analizar los 3 ecotipos de maca y M75(susntancias) sobre celulas
de neuroblastoma, existe diferencias estadisticamente significativa(p<0.5) , asi tambien cuando
se analizaron estadisticam 7 tratamientos sobre celulas SH-SY5Y, se evidencia que existe
diferencia signmificativa (p<0.5) entre los tipos distintos de tramiento. Cuando las celulas de
neurblastoma son tratadas con diferentes tipos de maca y M75, y a su vez empleando distintos

tipos de tratamiento, se observa la dferencia estadisticamnet significativa (p<0.5),

Tabla 19Analisis de varianza multifactorial para la expresion del gen BACEL en células
SH-SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento

Suma de
Cuadrado Razon-
Fuente Cuadrado Gl ) Valor-P
Medio F
S

Modelo corregido 452.4542 27 16.758  34.162 0.00
Interseccion 300.359 1 300.359 612.32 0.00
SUSTANCIA 74.335 3 24.778  50.513 0.00
TRATAMIENTO 73.339 6 12.223 24918 0.00
SUSTANCIA *
TRATAMIENTO 304.780 18 16.932 34.518 0.00
Error 27.470 56 0.491
Total 780.282 84
Total corregido 479.924 83

a. R al cuadrado =,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)

En la Figura N° 22, se muestra las comparaciones en un panorama general entre todas, podemos
observar que el valor mas bajo de la expresién en el gen BACEL, estd en el T2 (Cel + Sust
(0.5ug/ml)+ B-A 24h) con M75, en T1(Blanco + DMSO) la expresion es similar con maca roja
y con M75, en T3 (Cel +Sust(10ug/ml) + B-A 24h), es similar la expresion con maca negra y
M75, en T4 (DMSO + B-A 24h) sali¢ elevado con M75, en T5(Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h) y T6 (Cel +Sust (10ug/ml) + Sust (10ug/ml)+B-A 48h) expresion igual
con maca negra'y M75, en T7 (Cel + DMSO + B-A 48h) mejor con maca negra que con M75.
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Figura 22 Expresion del gen BACEL1 en células SH-SY5Y, expuestas a
distintos tipos de tratamiento

En cuanto a la Tabla N° 20 en la que se reporta las comparaciones multiples para la expresion
del gen BACEL en células SH-SY5Y expuestas a diferentes tratamientos con 3 ecotipos de maca
y M75, se aprecia que, para los tratamientos de maca roja, la expresion genética de BACE1
disminuye cuando se administra ambos tratamientos, 0 sea no existe diferencias entre los
tratamientos, de igual forma sucede con los ecotipos amarilla y negra. Con respecto a la
administracion de M75 se puede inferir que las células de neuroblastoma que son expuestas al
péptido B-Amiloide podrian tener una respuesta igual o parecida en la disminucion de la
expresion génica, comparandolo con la administracion de maca entera (extracto).
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Tabla 20 Comparaciones multiples para la expresion del gen BACEL en células SH-SY5Y
expuestas a distintos tipos de tratamiento y sustancia

Expresion Desviacion Estandar
Cel + Sust 1 102
(0.5ug/mi)+ B-A 24h 0.94+/-1.12 0.4500
Cel +Sust(10ug/ml) +  oEb
B-A 24h 2.87+/-0.25 0.1026
- 1.12+/-0.328 0.1300
Maca DMSO + B-A 24h
Roja Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + e ¢
B-A 48h 4.24+/-0.11 0.0451
Cel +Sust (10ug/ml) +
PUL (10”91:"')*'3"" 3.62+/-1.83b 0.7376
48
Cel + DMSO + B-A 5 50+/-3.9¢ 15709
48h ' ' '
Blanco + DMSO 3.71+/-1.65° 0.6637
Cel + Sust # .4
(0.5ug/ml)+ B-A 24h 1.64+/-1.23 0.4943
Cel +Sust(10ug/ml) + et §
B-A 24h 2.81+/-1.77 0.7112
\ 3.53+/-5.89°¢ 2.3700
Maca DMSO + B-A 24h
Amarilla  Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + Y
B-A 48h 2.34+/-2.03 0.8157
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10”91:"')*5"" 3.02+/-1.38% 0.5557
48
Cel + DTSS;]O +B-A 1.48+/-1,03° 0.4143
Blanco + DMSO 0.56+/-0.57" 0.2300
Cel + Sust c
+/-
(0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.77+/-0.66 0.2665
Maca  Cel+Sust(10ug/ml) + 0.38+/-0.41% 0.1650
Negra B-A 24h
DMSO + B-A 24h 0.19+/-0.24° 0.0950
Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.18+/-0.06% 0.0252
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e 0.23+/-0.172 0.0666
Cel + DTS?]O *B-A 0.13+/-0.08 0.0306
Blanco + DMSO 0.15+/-0.08" 0.0321
Cel + Sust a
.01+/-0. -

(0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.01+/-0.00 0000
Cel +S;§X120;r?/m') * 0.39+/-0.32 0.1300
DMSO + B-A 24h 11.07+/-3.78° 1.5205

M75 Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ SustB S%Tg‘ml) + 0.26+/-0.19% 0.0751

Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (101‘11%11ml)+B-A 0.28+/-0.272b 0.1100
Cel + Dl:l/go +B-A 1.24+/-0.38° 0.1510

Comparaciones hechas Entre los tratamientos para cada tipo de sustancia.

En el andlisis de varianza multifactorial para la expresion del gen BACEL en células SH—SY5Y

expuestas a distintos tipos de tratamientos (TABLA N°21) se aprecia que hay diferencias

estadisticamente significativas cuando se analizé diferentes Sustancias (3 ecotipos de maca y

M75) en la expresion del gen BACEL, también se encontraron valore p<0.5 en cuanto se

analizaron los diferentes tratamientos, indicandonos la diferencia significativa entre estos. Y al

analizar tratamientos y sustancias en conjunto pues estas también son independientes y son

diferentes entre si.
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Tabla 21Anélisis de varianza multifactorial para la expresion del gen BACEL1 en células
SH—SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento

Suma de Cuadrado
Fuente Gl ] Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo corregido 452.4542 27 16.758 34.162 0.00
Interseccion 300.359 1 300.359  612.308 0.00
SUSTANCIA 74.335 3 24.778 50.513 0.00
TRATAMIENTO 73.339 6 12.223 24.918 0.00
SUSTANCIA *
TRATAMIENTO 304.780 18 16.932 34.518 0.00
Error 27.470 56 0.491
Total 780.282 84
Total corregido 479.924 83

a. R al cuadrado = ,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)

En la Figura N° 23, se muestran comparaciones entre las Sustancias (3 ecotipos de maca y M75)
y los diferentes tratamientos comparandolos con la expresion en el gen APP. En el T1 el valor
mas bajo en cuanto a la expresion genética de APP corresponde a la Sustancia M75, en cuanto al
tratamiento T2 la expresion mas baja que se da para el gen APP fue M75, seguido del ecotipo
maca roja, el T3 tuvo su menor expresion génica con M75, seguido del ecotipo maca negra. En
el T5 la reduccion de la expresion génica con M75 y con el ecotipo maca roja fueron iguales y
para el T6 fue mejor la reduccion de los niveles de expresion de APP con el ecotipo maca roja
seguido de M75.
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Figura 23 Expresion del gen APP en células SH-SY5Y, expuestas a distintos tipos de
tratamiento

En la Tabla N° 22 encontramos diferencias estadisticamente significativas cuando se trabajé
entre diferentes sustancias (ecotipos de maca y M75), asi como también hay diferencias entre
cuando se trabaja con diferentes tratamientos analizando la expresion de APP.

Tabla 22 Andlisis de varianza multifactorial para la expresion del gen APP en células SH-
SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento

Suma de
Cuadrado Razoén-
Cuadrado Gl ) Valor-P
Fuente Medio F
S

Modelo corregido 84.205% 27 3.119 89.774 0.00
Interseccion 94.881 1 94.881 27311.5 0.00
SUSTANCIA 99,388 3 9.796 281.92 0.00
TRATAMIENTO 10.735 6 1.789  51.505 0.00
SUSTANCIA *
TRATAMIENTO 44.081 18 2.449  70.495 0.00
O Error 1.945 56 0.035
Total 181.032 84
Total corregido 86.151 83

a. R al cuadrado =,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)
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En la Tabla N° 23, se observa las comparaciones multiples en la expresion del gen APP de células
SH-SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento y sustancias. Donde podemos inferir que el
ecotipo maca negra(Sustancia) y M75(Sustancia) reducen los niveles de expresion del gen APP
mucho mas que los otros grupos.

Tabla 23Comparaciones multiples para la expresion del gen APP en células SH-SY5Y
expuestas a distintos tipos de tratamiento y sustancia

Expresion Desviacion Estandar
Blanco + DMSO 1.01+/-1.02* 0.00
Cel + Sust 0.33+/-0.09° 0.0115
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 1.65+/-0.45°¢ 0.0115
B-A 24h
d
Maca  DMSO +B-A 24h 057+l 0.0058
Roja Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.38+/-€0.15 0.01
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/ml)+B-A 0.43+/-10.07 0.01
48h : ' |
Cel + DT8ShO +B-A 0.22+/-90.09 0.0104
Blanco + DMSO Sl 0 0.74
Cel + Sust 1.21+/-40.23 0.03
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 1.51+/-0.022 0.0351
B-A 24h
b
Maca  DMSO + B-A 24h &/ 098° 005
Amarilla  Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.594/-0.55¢ 0.0153
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/ml)+B-A 2 31+/- 0.33b° 0.00
48h | ' |
Cel + DTSSF]O +B-A 1.34+/-0.112 0.0252
d
Maca Blanco + DMSO 10+/-0.16 001
Negra Cel + Sust 1.58+/-0.542b 0.25
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Cel +Sust(10ug/ml) + 0.53+/-0.12° 0.0351
B-A 24h
DMSO + B-A 24h 0.64+/-042° 00153
Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.97+/-0.872 0.00
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/ml)+B-A 0.9+/-0.10¢ 0.00
48h A |
Cel + DMSO + B-A 0.61+/-0.76% 0.05
48h
Blanco + DMSO 0.12+/-0.282 0.03
Cel + Sust 0.16+/-0.642 0.09
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 0.12+/-0.442 0.0557
B-A 24h
DMSO + B-A 24h B 15+-0.23] 0.0529
M75 Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.35+/-0.452 0.2553
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/hml)+B-A 0.65+/-0.21 0.5200
48
Cel + DIXISShO +B-A 1.89+/-0.98° 0.0436

El gen PSEN1cuando fue analizado para saber como respondian los diferentes tratamientos

combinados con diferentes Sustancias (3 ecotipos de maca y M75), nos muestra que en cuanto al

T1 la expresion que genera M75, maca amarilla y negra sobre el gen PSEN1son casi muy bajas

y estas son iguales. Para los T2, T3, T5 y T6 la maca negra presenta niveles minimos de

expresion, asi como también para M75 (Figura N°24)
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Figura 24 Expresion del gen PSENL1 en células SH-SY5Y expuestas a
distintos tipos de tratamiento

En la Tabla N° 24 encontramos diferencias estadisticamente significativas (p<0.5) cuando se
trabaja con diferentes tipos de maca (sustancia) y diferentes tratamientos.

Tabla 24 Andlisis de varianza multifactorial para la expresion del gen PSEN1 en células
SH-SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento

Suma de
Cuadrado Razon-
Cuadrado Gl ) Valor-P
Fuente Medio F
S

Modelo corregido 5215.281a 97 193159  88.828 0.00
Interseccion 141.286 1 1412286 649.41 0.00
SUSTANCIA 1222.628 3 407.543 187'4; 0.00
TRATAMIENTO 910.819 6 151.803 69.810 0.00
SUSTANCIA *
TRATAMIENTO 3081.834 18 171.213 78.736 0.00
Error 121.773 56 2.175
Total 6749.340 84
Total corregido 5337.054 83

a. R al cuadrado = ,962 (R al cuadrado ajustada = ,945)
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En la Tabla N° 25 se observa las comparaciones multiples en la expresion del gen PSEN1 de
células SH-SY5Y expuestas a distintos tipos de tratamiento y sustancias. Se ha encontrado en la
data que el ecotipo maca negra(Sustancia) y M75(Sustancia) reducen los niveles de expresion
del gen PSEN1 mucho mas que los otros grupos.

Tabla 25 Comparaciones multiples para la expresion del gen APP en célula SH-SY5Y
expuestas a distintos tipos de tratamiento y sustancia

Expresion Desviacion Estandar
Blanco + DMSO 42.89+/-16.48° 6.6350
Cel + Sust 4.21+/-1.31% 0.5283
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 3.32+/-2.10? 0.8450
B-A 24h
Maca  DMSO+B-A 24h 263+ 0.4086
Roja Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 4.26+/-3.09% 1.2450
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/hml)+B-A 8.88+/-3.62" 1.4552
48
Cel + DMSO + B-A 7.28+/-3.03% 1.2186
48h —— |
Blanco + DMSO 1.19+/-0.3% 0.1200
Cel + Sust 2.8+/-1.220¢ 0.4891
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 4.46+/-1.79¢ 0.7215
B-A 24h
Maca  DMSO + B-A 24h LR -046° 01850
Amarilla  Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.49+/-0.33? 0.1343
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/hml)+B-A 7.15+/-6.24 2.4950
48
Cel + DTSSF]O +B-A 8.13+/-4.15¢ 1.6716
b
Maca Blanco + DMSO 0.72+/-0.26 01050
Negra Cel + Sust 0.11+/-0.022 0.0100
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Cel +Sust(10ug/ml) + 0.62+/-0.01P 0.0058
B-A 24h
DMSO + B-A 24h 1.13+/-0.8° 01200
Cel + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.47+/-0.41P 0.1650
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10UI%/hm|)+B-A 1.31+/-0.01¢ 0.0058
4
Cel + DTB?]O +B-A 3.95+/-1.12¢ 0.4508
Blanco + DMSO o a 0.0896
Cel + Sust 0.49+/-0.43% 0.1750
(0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/ml) + 2.84+/-1.13¢ 0.4531
B-A 24h
DMSO + B-A 24h 0.24+/-0.01° 0.0058
M75 " el + Sust (0.5ug/ml)
+ Sust (0.5ug/ml) + 0.75+/-0.10° 0.0400
B-A 48h
Cel +Sust (10ug/ml) +
Sust (10ug/hml)+'3-A 1.24+/-0.27° 0.1100
48
Cel + DTBSr,]o +B-A 2.61+/-0.95° 0.3837

Comparaciones hechas Entre los tratamientos para cada tipo de sustancia.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

CONCLUSIONES

1. Se logr6 evaluar el efecto de tres ecotipos de Lepidium meyenii y N-
benciloctadecadienamida (M75), en la expresion genética de PSEN1, BACEL y APP en
células in vitro de neuroblastoma humano SH-SY5Y frente al efecto producido por -
Amiloide.

2. El péptido B-Amiloide genera estrés en las células SH-SY5Y, asi como también
incrementa los niveles de expresion en los genes APP (6.45-13.98 veces) BACE1(9.71 —
238 veces) y PSEN1 (6.75-20.44 veces)

3. Los ecotipos de maca (amarilla, negra y roja) empleados en el presente trabajo,
disminuyen la sobreexpresion genética de APP. BACEL y PSEN1generada por el péptido
B-Amiloide. Asi también la Expresion génica de APP, BACEL y PSEN1 de células SH-
SY5Y, presenta un incremento minimo con respecto a su gen de referencia GAPDH, se
encontraron valores 0.01 hasta 4.09 veces. Se ha identificado que el gen APP, disminuye
su expresion 5.3 veces cuando se administra maca amarilla (0.5ug/ml) por 24 horas, asi
como 10.9 veces cuando se aplica el co tratamiento incubando por 48 horas con maca a
0.5ug/mL. EL gen BACEL presenta mejor respuesta con maca negra, reduciendo 12.6
veces (0.5ug/ml) y 25.5 veces(10ug/ml), en cuanto al gen PSEN1 también la maca negra
presento mejor respuesta, reduciendo 125.9 veces (0.5ug/ml) y 22.3 veces(10ug/ml),
incubando por 24 horas. El ecotipo maca negra, en el gen APP tuvo una mejor respuesta
a una concentraciéon de 10ug/ml, reduciendo la expresion genética hasta en 12.1 veces.
En el gen BACEL1 la concentracion de 0.5ug/ml y 10ug/ml de maca negra tuvieron una
respuesta similar reduciendo la expresion genética entre53.9 y 42.2 veces. En cuanto al
gen PSEN1 la maca negra también presento mejores resultados, reduciendo 29.4 y 10.9

Veces.

4. N-benciloctadecadienamida (M75), empleado como Co-Tratamiento tiene un efecto
positivo en la disminucion de la expresién génica inducida por B-Amiloide, la respuesta

de esta macamida sintética es muy parecida en cuanto a resultado cuando se trabaja
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incubando por 24 y 48 horas, las concentraciones empleadas de M75 (0.5 y 10ug/ml),

presentan una respuesta muy parecida.
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SUGERENCIAS

1. Se recomienda seguir estudios moleculares analizando otros genes relacionados con
enfermedades neurodegenerativas como los genes IL-1, BACE2 y APOE.

2. Mutaciones en los genes APOE y APP son importantes en el diagnéstico de enfermedades
neurodegenerativas, se recomienda iniciar una linea de investigacion en este tema.

3. Se recomienda ampliar investigaciones en la produccion de Especies Reactivas de

Oxigeno (EROS) inducidas por el péptido B-Amiloide.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Enunciado del Problema

El estrés desarrollado en la Enfermedad del Alzheimer producido por la produccion de
B-Amiloide genera respuestas en la expresion de genes que estan relacionados con
dicha enfermedad, estas respuestas pueden provocar, sobre expresion genética o
inhibicion del funcionamiento correcto de dichos genes, estos cambios son factores

clave implicados en la etiologia de enfermedades neuronales como el Alzheimer.

1.2. Descripcién del Problema

La patogénesis de la enfermedad de Alzheimer implica factores etiolégicos complejos,
de los cuales la deposiciéon de la proteina beta-amiloide (AB), han sido fuertemente
implicada. La proteina AB, es la encargada de formar neurofibrillas y/o placas
responsables del mal funcionamiento de las neuronas, desencadenando la
neurodegeneracion celular accionando finalmente la enfermedad del Alzheimer (EA). La
proteina AB, capaz de generar estrés neuronal y con ello generar la activaciéon de
radicales libres que dafan finalmente las neuronas por un proceso de neurotoxicidad,
asi también se sabe que los genes que estan relacionados con la EA (BACE1, PSEN1
y APP), se ven alterados desarrollando sobreexpresion o inhibicion de su funcién, esto

puede llevar a desarrollar con mayor rapidez esta enfermedad neurodegenerativa.

1.3. Justificacién del Problema

Como se ha indicado antes, las caracteristicas patoldgicas de la EA son la presencia de
placas seniles extracelulares principalmente compuestas del péptido B-amiloide (AR), la
aparicion de ovillos neurofibrilares intracelulares constituidos por agregados
hiperfosforilados de la proteina tau asociada a microtubulos, la masiva pérdida neuronal
y conectividad alterada. El signo clinico més temprano de la EA es la pérdida de la
memoria episddica (dependiente del hipocampo) como resultado de cambios en la
funcion sinaptica mas que en la pérdida neuronal. Este error sindptico es un evento
temprano en la patogénesis que puede ser detectado en los pacientes con deterioro

cognitivo leve.
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En un trabajo de la Universidad Baliarica, en Espafia indicaron que de la EA es
principalmente una patologia esporadica, aunque también son conocidas formas raras
de tipo familiares con herencia autosémica dominante (EA familiar, EAf). La observacion
de que la presencia de una copia extra del cromosoma 21, que causa el Sindrome de
Down, conduce a una demencia con neuropatologia similar a EA, dirigio las sospechas
hacia el cromosoma 21 como un posible locus responsable de la EAf. Posteriormente,
en el gen que codifica la proteina precursora amiloide (APP) en el cromosoma 21, fue
identificada la primera mutacion responsable para EAf.

Mas adelante fueron identificados otros dos genes como responsables de la EA: la
presenilina 1 (PSEN1) en el cromosoma 14 y la presenilina 2 (PSEN2) en el cromosoma
1. Las mutaciones en estos tres genes son responsables de la mayoria de los casos
familiares de aparicion temprana de EA y numerosas mutaciones en la APP y en los
genes PSEN1 y PSEN2 se han descrito en todo el mundo. La mutacién en uno de estos
genes conduce al desarrollo de la EA con una penetrancia cercana al 100%. Ademas
de estos “genes EA”, el alelo €4 de la apolipoproteina E (apoE) se ha identificado como
un factor de riesgo o un gen de susceptibilidad de la EA. La apoE esta involucrado en el
metabolismo de lipoproteinas y la homeostasis del colesterol en el cerebro, y hay tres
isoformas diferentes de la proteina (E2, E3 y E4), que son codificadas por tres alelos
diferentes: €2, €3 y €4, respectivamente. Los portadores del alelo €4 de la apoE tienen
un riesgo dosis-dependiente de desarrollar EA, por otra parte, los individuos
homocigotos para el alelo €4 de la apoE generalmente desarrollardn EA antes de los
individuos heterocigotos.

Son muchos los trabajos de investigacién en los que se ha trabajado en base a
mutaciones presentes en los genes mas importantes relacionados con el Alzheimer y

gue dichas mutaciones aceleran el proceso neurodegenerativo.

Es de suma importancia que se pueda conocer que sucede con estos genes a nivel de
su expresion, asi como también conocer la capacidad de nuestros recursos naturales
como la Maca, que probablemente pueda tener efecto Neuroprotector, en el Pert al no
haber datos reportados sobre dicho efecto y la influencia favorable en la expresion
genética en la enfermedad del Alzheimer, se necesitan ensayos moleculares para

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

evaluar los riesgos y beneficios de las terapias antioxidantes para las enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer.

2. VARIABLES E INDICADORES

VARIABLES INDICADORES
Variable
Independiente
Cultivo de NUumero o densidad de neuronas necesarias para las distintas

Neuroblastoma | evaluaciones

Concentracion: Se colocO ciertas concentraciones conocidas de B-
Amieloide para evaluar la cantidad de muerte que provoca. Variable
cuantitativa continda, la cual puede tomar valores de 0.5 uM y 10uM.

B-Amielofag Tiempo: La exposicion a una concentracion fijja de B-Amieloide, para
evaluar el efecto sobre la expresion genética al transcurrir el tiempo. Es
una variable cuantitativa continua, toma valores de 24horas.

Variable

Dependiente

Expresién Es una variable cuantitativa,
Genética

3. ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Herrera, M., en el 2013 investigo la expresion de tau, APP, nicastrina, betasecretasa y

genes asociados, en leucocitos, como marcadores de la enfermedad de Alzheimer, el

presente trabajo se enfoco en analizar tau, APP, nicastrina, B-secretasa y algunos genes
gue se relacionan estrechamente con éstos, utilizando datos de expresién y genotipo

asi como factores de riesgo frecuentes en la poblaciéon adulta, para investigar

marcadores potenciales de la enfermedad de Alzheimer y generar clasificadores para

ella. Los resultados demuestran que los niveles de expresion de tau, APP, nicastrina,
Bsecretasa y genes que se relacionan con éstos, obtenidos en leucocitos, generan

patrones especificos para la EA y, por tanto, son de utilidad diagnéstica.
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Munoz, T., en el 2010, puso de manifiesto que el estrés oxidativo afecta al
metabolismo/procesamiento de la proteina APP y que este hecho podria tener relacion
con la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. Porque la expresion de APP mutante
sensibiliza a la muerte neuronal inducida por el estrés oxidativo y porque este regula el

metabolismo/procesamiento de la proteina, de una manera anémala en el caso del APP

mutante.

En el afo 2009, S., Manzano trabajo con modelos animales en la enfermedad del
Alzheimer, en donde consiguio replicar los sintomas y las lesiones responsables de la
EA. Citando genes muy importantes en el metabolismo de la proteina precursora del
amiloide (APP) (APP humana-wild type wt- o las formas mutadas), otros basados en la
presenilina (PSEN) (ratones transgénicos que sobre expresan la forma wild-type o las
mutadas), los dobles mutantes PS/APP. Otros basados en la proteina tau (tau-JNPL3)

y los triples transgénicos PSEN/APP/tau.).

Alvarez, J. realizo estudio sobre biomarcadores en la enfermedad del Alzheimer, en

donde indica que gracias a los avances en el conocimiento molecular de la enfermedad

se ha podido estratificar a los enfermos dependiendo de la etiologia, sobre todo por el

descubrimiento de los genes APP, PSEN-1 y PSEN-2, ya que sus mutaciones abarcan

mas del 50 % de todas las producen enfermedad mediante herencia dominante, y por

ello se pueden utilizar como biomarcadores para el diagndéstico.

4. OBJETIVOS

Objetivo General
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e Evaluar efecto de los extractos de Lepidium meyenii (maca) en la expresion
genética de psenl, bacel y app en células de neuroblastoma humano

Objetivos Especificos

e Exponer células in vitro SH-SY5Y de neuroblastoma humano a 2 concentraciones
de beta-amiloide (AB).

e Tratar células in vitro SH-SY5Y de neuroblastoma humano con 2 concentraciones
de Maca Amarilla.

e Tratar células in vitro SH-SY5Y de neuroblastoma humano con 2 concentraciones
de Maca Roja.

e Tratar células in vitro SH-SY5Y de neuroblastoma humano con 2 concentraciones
de Maca Negra.

e Cuantificar la expresion de los genes BACE1l, PSEN1 y APP en células de
neuroblastoma expuestas a beta-amiloide (AB) y tratadas con Maca Amarilla.

e Cuantificar la expresiéon de los genes BACE1l, PSEN1 y APP en células de
neuroblastoma expuestas a beta-amiloide (AB) y tratadas con Maca Roja.

e Cuantificar la expresion de los genes BACE1l, PSEN1 y APP en células de
neuroblastoma expuestas a beta-amiloide (AB) y tratadas con Maca Negra.

5. Hipotesis

e Lepidium meyenii (Maca) puede tener efecto en la expresion de genes implicados
en el Alzheimer. Es probable que los radicales libres producidos por el B-Amieloide
sean inhibidos o reduzcan su concentracion administrando extractos de tres

variedades de Maca.

6. Planteamiento Operativo

Se cultivaran células de neuroblastoma SH-SY5Y (3 x 10 ° células/ml) en medio
especifico DMEN enriquecido con suero fetal bovino al 10% y 1% de y penicilina
estreptomicina, dichas células se sembraran en Falsck para cultivo (Coastar) de 5ml,
luego seran incubadas a 37°C y 5% de CO2. Transcurridas 48 horas y de haber
alcanzado confluencia y diferenciacion al 80%, las células seran sometidas al B-
Amiloide el cual producira un dafio en las células neuronales, las concentraciones a las
gue se trabajaran sera de 0.5uM y 10uM. El tiempo de exposicién sera por 24 horas.
Luego seran tratadas con 2 concentraciones de Maca (0.5ppm y 10ppm) y dejadas a

incubacién por un espacio de 24 horas a condiciones de 37°C y 5% de CO..
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Posteriormente las células seran despegadas empleando tripsina, estas seran lavadas
con medio incompleto y se procedera a centrifugarlas a 1000rpm por 5min, la formacién
del pellet, permitira realizar la extraccion de ARN, empleando el método de TRIZOL —
Cloroformo.

EL ARN extraido sera cuantificado empleando la técnica de Fluorometria, asi como su
calidad y su integridad seran medidas por Espectrofotometria (260nm y 230nm) y
Electroforesis respectivamente. Seguidamente se llevard a cabo la Sintesis de cDNA
empleando el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (THERMO
FISHER).

La expresion genética se realizara analizando los genes BACE1l, PSEN1 y APP,
empleando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real(qPCR),
se emplearan Cebadores especificos que amplifican las regiones de interés de dicho
gen, se analizara la cuantificacion relativa de genes, empleando un gen el referencia
Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), el cual ayudara en la cuantificacion

de dichos genes.

7. Campo de Verificacion

8.1 Ubicacién Espacial:

El trabajo se desarrollara en la ciudad de Arequipa, en los laboratorios de Investigacion en
Biologia Molecular y Farmacologia Experimental (H-401) de la Facultad de Ciencias

Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnolégicas de la Universidad Catdlica de Santa Maria.
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ANEXO 2

METODOLOGIA PARA EL DESPEGUE DE CELULAS DE NEUROBLASTOMA SH-
SY5Y

1. Luego de 48 a 72 horas de acondicionadas las células SH-SY5Y, estas se evaluan al
microscopiopara identificar su porcentaje de confluencia y diferenciacion, asi como
también posibles contaminaciones.

2. Luego se esteriliza la cabina de bioseguridad con luz UV por 15mim, luego se enciende
la cabina para que el flujo sea continuo y se ecrre una atmosfera libre de contaminantes.

3. A los contenedores de células (flasck) se retira el medio de cultivo empleando una pipeta
esteril.

4. Se afiade 3ml de Tripsina y se deja incubando por 5 a 37°C.

5. Luego se mezcla la solucion en el flasck y se agrega 1ml de Suero fetal bovino para
inactivar la tripsina.

6. Se pasa lasolucion a tubos falcon de 15ml y se procede a centrifugar por 5min a 1000rpm.

7. Se desecha el sobrenadante, el pellet formado correspondiente a las células se mezcla con
1ml de medio completo DMEM.

8. Luego se traspasa las células a tubos eppendorf estériles para continuar con los ensayos

pertinentes.
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ANEXO 3

METODOLOGIA PARA LA EXTRACCION DE ARN TOTAL A PARTIR DE
CELULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO

1. Células despegadas de flasck de cultivo celular fueron centrifugadas por 5min a 2000rpm
en una centrifuga refrigerada a 8°C.

2. Eliminar el sobrenadante y al pellet formado, afiadir 600ul de TRIZOL, resuspender la
solucion hasta eliminar el pellet.

3. Dejar en incubacion por 10min a temperatura ambiente

4. Luego afiadir 200ul de agua molecular libre de RNasas, centrifugar por 15 min a

12000rpm las muestras.

Tomar 400Uul del sobrenadante y traspasarlo a un tubo eppendorf limpio.

Afadir 350ml de Isopropanol frio y dejar incubando a -20°C por 10min.

Luego centrifugar por 10min a 12000rpm

Eliminar el sobrenadante y lavar con 500ul de etanol al 70% por 2 veces.

© o N o O

Eliminar el etanol de los tubos, dejar que se evaporen volumenes pequefios de etanol
dejando abierto el tubo.
10. Afadir 40ul de agua libre de nucleasas y RNasas.

11. Dar vortex a los tubos por 15min.
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ANEXO 4

PROTOCOLO DE DESCONGELAMIENTO DE CELULAS SH-SY5Y

1. Se extrae 2 0 3 crioviales de la congeladora de nitrogeno liquido (-180°C).

2. Los crioviales son colocados en bafio maria a 37°C por 5 min.
El procedimiento se lleva a cabo en la cabina de bioseguridad

3. Se pasa el medio y células por completo del criovial hacia un flasck de 5ml.
4. Luego se aflade 5ml de medio de cultivo DMEM completo al flasck
5. Se lleva el flasck a 37°C, por 48 horas, luego estaran listos para iniciar ensayos.
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ANEXO 5

TRATAMIENTOS PREPARADOS CON 03 ECOTIPOS DE MACA

MACA AMARILLA

Tratamiento Componentes
T1 Blanco + DMSO
T2 Maca Ama(0.5ug/mL) + B-A 24h
T3 Maca Ama(10ug/mL) + B-A 24h
T4 DMSO + B-A 24h
T5 Maca Ama(0.5ug/mL) + B-A 48h
T6 Maca Ama(10ug/mL) + B-A 48h
T7 DMSO + B-A 48h

MACA NEGRA

Tratamiento Componentes
T1 Blanco + DMSO
T2 Maca Neg(0.5ug/mL) + B-A 24h
T3 Maca Neg(10ug/mL) + B-A 24h
T4 DMSO + B-A 24h

Maca Neg(0.5ug/mL)48h + Maca
T5 Neg(0.5ug/mL)48h +B-A
Maca Neg(10ug/mL) + Maca
T6 Neg(10ug/mL)+B-A
T7 DMSO + B-A 48h
MACA ROJA

Tratamiento Componentes
Tl Blanco + DMSO
T2 Maca Roj(0.5ug/mL) + B-A 24h
T3 Maca Roj(10ug/mL) + B-A 24h
T4 DMSO + B-A 24h

Maca R0j(0.5ug/mL)48h + Maca
T5 R0j(0.5ug/mL)48h +B-A
Maca Roj(10ug/mL) + Maca

T6 R0j(10ug/mL)+B-A
T7 DMSO + B-A 48h
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ANEXO 6

TRATAMIENTOS PREPARADOS N - benziloctadecanamida (M75),

N — benziloctadecanamida (M75),

Tratamiento Componentes

Tl Blanco + DMSO

T2 M75(0.5ug/mL) + B-A 24h

T3 M75(10ug/mL) + B-A 24h

T4 DMSO + B-A 24h
M75(0.5ug/mL) + M75(0.5ug/mL) + B-A

T5 48h
M75(10ug/mL) + M75(10ug/mL) +B-A

T6 48h

T7 DMSO + B-A 48h
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Muestra

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M41
M42
M43

ANEXO 7

Lecturas de absorbancia del ARN a 230nm, 260nm y 280nm y relacién de pureza (260/280 y 260/230).

Abs
230nm
0.498
1.244
0.667
0.947
0.458
0.441
0.814
0.451
0.917
0.552
0.520
1.461
0.920
1.679
1.127
0.435
0.579
0.617
0.883
1.271
0.555
1.171
1.804

Abs
260nm
0.847
2.017
1.324
1.796
0.793
0.713
1.407
0.785
1.726
0.985
0.914
2.593
1.636
2.593
2.243
0.854
0.876
1.101
1.601
2.441
1.053
1.900
2.951

Abs
280nm
0.425
0.977
0.610
0.852
0.384
0.353
0.654
0.387
0.791
0.482
0.464
1.337
0.745
1.206
1.147
0.427
0.420
0.506
0.745
1.172
0.529
0.893
1.462

260/280

1.993
2.065
2171
2.109
2.066
2.017
2.152
2.027
2.182
2.043
1.969
1.940
2.197
2.150
1.956
2.001
2.087
2.176
2.149
2.082
1.990
2.127
2.018

260/230 | Muestra

1.700
1.621
1.984
1.896
1.730
1.615
1.729
i /39
1.882
1.785
=G0
1.775
1.778
1.544
1.991
1.961
1.513
1.785
1.814
1.921
1.896
1.623
1.636

M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40

Abs
230nm
0.867
0.563
1.020
0.365
0.698
1.078
0.361
0.893
0.888
0.739
1.195
1.165
0.710
1.063
1.593
0.867
0.400
0.338
1.257
0.765

Abs
260nm
1.539
0.858
1.662
0.649
1.092
1.804
0.764
1.536
1.824
1.161
2.542
2.435
1.146
1.850
2.472
1.584
0.838
0.546
2.183
1.442

Abs
280nm
0.779
0.395
0.831
0.304
0.523
0.828
0.391
0.735
0.887
0.582
1.249
1.246
0.529
0.941
1.176
0.769
0.423
0.267
1.061
0.693

260/280

1.975
2.174
2.000
2.132
2.089
2.179
1.954
2.091
2.056
1.996
2.035
1.955
2.165
1.965
2.102
2.059
1.981
2.046
2.058
2.081

260/230

1.775
1.524
1.630
1.777
1.565
1.673
2.114
1.720
2.053
1.570
2.127
2.091
1.614
1.741
1.552
1.826
2.097
1.614
1.737
1.886
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M44
M45
M46
M47
M48
M49

1.257
0.803
0.842
0.387
0.689
0.424

2.427
1.658
1.643
0.621
1.320
0.846

1.122
0.847
0.846
0.312
0.648
0.414

2.163
1.957
1.941
1.992
2.036
2.044

1.931
2.064
1.952
1.605
1.917
1.996
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ANEXO 8

CONCENTRACIONES DE ARN MEDIDAS POR FLUOROMETRIA.

Muestra Concentracion Muestra Concentracién
ARN (ng/pL) ARN (ng/pL)

M1 40.67 M36 59.00
M2 10.87 M37 59.00
M3 43.33 M38 58.00
M4 77.00 M39 46.20
M5 45.33 M40 51.00
M6 48.67 M41 61.00
M7 46.67 M42 18.00
M8 54.67 M43 60.00
M9 46.00 M44 56.00
M10 38.67 M45 60.00
M11 27.60 M46 43.40
M12 53.33 M47 37.20
M13 60.00 M48 46.40
M14 56.67 M49 60.00
M15 45.67

M16 66.67

M17 54.00

M18 44.67

M19 17..67

M20 62.00

M21 66.67

M22 25.67

M23 23.07

M24 54.00

M25 42.00

M26 28.87

M27 29.67

M28 33.33

M29 50.67

M30 46.00

M31 79.87

M32 28.20

M33 46.00

M34 58.00
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ANEXO 9

CONCENTRACIONES DE ADNc MEDIDAS POR FLUOROMETRIA.

Muestra Concentracion Muestra Concentracion
ADNCc (ng/pL) ADNCc (ng/pL)

M1 3.17 M25 2.54
M2 2.14 M26 8.25
M3 2.31 M27 3.67
M4 2.08 M28 5.88
M5 2.25 M29 3.40
M6 2.84 M30 2.33
M7 5.99 M31 4.53
M8 2.64 M32 2.64
M9 2.25 M33 3.97
M10 5.93 M34 7.00
M1l 2.22 M35 8.18
M12 4.98 M36 7.02
M13 1.16 M37 4.06
M14 3.84 M38 2.69
M15 6.35 M39 6.17
M16 5.57 M40 9.20
M17 2.29 M41 3.03
M18 2.80 M42 5.28
M19 2.46 M43 4.36
M20 7.82 M44 451
M21 3.71 M45 5.37
M22 4.71 M46 6.77
M23 7.98 M47 6.28
M24 3.07 M48 451

M49 5.82
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ANEXO 10
EXPRESION GENETICA

1. Expresion de BACEL, APP PSEN1

EXPRESION
B amieloide GENETICA
0.1uM 24.76+/-2.78°
0.5uM 42.22+/-2.17°
BACE1 1uM 74.03+/-2.63¢
5uM 9.71+/-0.112
10uM 238.86+/-8.41°
0.1uM 6.45+/-1.94
0.5uM 7.45+/-1.61°
APP 1uM 10.87+/-1.17"
5uM 12.22+/-1.89>
10uM 13.98+/-4.23°
0.1uM 16.35+/-16.812
0.5uM 6.75+/-0.512
PSEN1 1uM 11.58+/-0.8?
5uM 13.85+/-0.642
10uM 20.44+/-22.07?
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2. EXPRESION DE BACEL, EXPONIENDO CELULAS SH-SY5Y A

ECOTIPOS DE MACA.

Expresion
0.5 ug/mL 0.34+/-0.04
1 ug/mL 0.45+/-0.15°¢
Maca Roja 10ug/mL 0.01+/-0.00?
25 ug/mL 0.32+/-0.19°
50ug/mL 0.44+/-0.06°¢
0.5 ug/mL 3.86+/-1.41°
1 ug/mL 0.86+/-0.78%2
A:\n":rci?la 10ug/mL 0.47+/-0.25?
25 ug/mL 0.78+/-0.06
50ug/mL 0.66+/-0.212
0.5 ug/mL 0.92+/-0.502
Maca 1 ug/mL 4.09+/-2.10°
Negra 10ug/mL 0.61+/-0.58"
25 ug/mL 0.33+/-0.19?

3. XPRESION DE APP, EXPONIENDO CELULAS SH-SY5Y A

ECOTIPOS DE MACA.

Expresion

Maca Roja

0.5 ug/mL
1 ug/mL
10ug/mL
25 ug/mL
50ug/mL

58.49+/-20.46%

48.84+/-12.37°
64.45+/-6.79°

55.72+/-7.89%

86.22+/-26.79°

Maca Amarilla
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10ug/mL 1.71+/-0.412

25 ug/mL 6.75+/-0.69¢

50ug/mL 2.38+/-0.43°

0.5 ug/mL 2.41+/-1.16°

1 ug/mL 1.82+/-1.25%®

Maca Negra 10ug/mL 1.97+/-0.48%

25 ug/mL 1.38+/-0.112

50ug/mL 1.58+/-0.842

4. EXPRESION DE APP, EXPONIENDO CELULAS SH-SY5Y A

ECOTIPOS DE MACA.

Expresion
0.5 ug/mL 7.2+/-12.85°
1 ug/mL 17.16+/-0.85¢
Maca Roja 10ug/mL 2.64+/-2.96%
25 ug/mL 2.75+/-5.22%
50ug/mL 2.03+/-2.54?
0.5 ug/mL 0.39+/-0.072
1 ug/mL 4.96+/-5.01°
Maca Amarilla 10ug/mL 0.92+/-0.42
25 ug/mL 0.5+/-0.632
50ug/mL 0.07+/-0.05?
0.5 ug/mL 0.04+/-0.01%°
1 ug/mL 0.08+/-0.02°
Maca Negra 10ug/mL 0.22+/-0.07¢
25 ug/mL 0.01+/-0.022
50ug/mL 0.07+/-0.11°¢
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5. EXPRESION DEL GEN BACE1 EN CELULAS SH-SY5Y EXPUESTAS A
DISTINTOS TIPOS DE TRATAMIENTO Y SUSTANCIA

Expresion

Blanco + DMSO 0.3+/-0.09°
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.94+/-1.12%
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 2.87+/-0.25°
Maca Roja DMSO + B-A 24h 1.12+/-0.32°
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 4.244/-0 11°

(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

3.62+/-1.83

d

Cel + DMSO + B-A 48h 5.50+/-3.9
Blanco + DMSO 3.71+4/-1.65°
1.64+/-1.232

Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

DMSO + B-A 24h

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

Cel + DMSO + B-A 48h

Maca Amarilla

2.81+/-1.77%
3.534/-5.89¢

2.34+/-2.03%

3.02+/-1.38%
1.48+/-1.03?

Blanco + DMSO
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

0.56+/-0.57"
0.77+/-0.66°
0.38+/-0.41%

Maca Negra DMSO + B-A 24h 0.19+/-0.24°
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 0.18+/-0.06°
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust 0.23+/-0.17%
(10ug/ml)+B-A 48h
Cel + DMSO + B-A 48h 0.13+/-0.08"
M75 Blanco + DMSO 0.15+/-0.08°
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Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

DMSO + B-A 24h

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

Cel + DMSO + B-A 48h

0.01+/-0.00?
0.39+/-0.32%
11.07+/-3.78°

0.26+/-0.19%

0.28+/-0.27%
1.24+/-0.38P

6. EXPRESION DEL GEN BACE1 EN CELULAS SH-SY5Y EXPUESTAS A

DISTINTOS TIPOS DE TRATAMIENTO Y SUSTANCIA

Expresion

Blanco + DMSO 0.3+/-0.09
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.94+/-1.12°
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 2.87+/-0.25
Maca Roja DMSO + B-A 24h 1.12+/-0.32°
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 4.24+/-0.11°

(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

3.62+/-1.83%

Cel + DMSO + B-A 48h 5.50+/-3.90°
Blanco + DMSO 3.71+/-1.65

Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 1.64+/-1.23°
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 2.81+/-1.77%
3.53+/-5.89°

DMSO + B-A 24h

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

Maca Amarilla

2.34+/-2.03%

3.02+/-1.38%

Cel + DMSO + B-A 48h 1.48+/-1.03%
Blanco + DMSO 0.56+/-0.57"

Maca Negra
0.77+/-0.66°

Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
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Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

0.38+/-0.41%

DMSO + B-A 24h 0.19+/-0.242

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 0.18+/-0.06°
(0.5ug/ml) + B-A 48h

Cel +Sust (10ug/mL) + Sust 0.23+/-0 172

(10ug/ml)+B-A 48h

Cel + DMSO + B-A 48h 0.13+/-0.08"

Blanco + DMSO 0.15+/-0.08"

0.01+/-0.00?

Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

M75 DMSO + B-A 24h

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust
(10ug/ml)+B-A 48h

Cel + DMSO + B-A 48h

0.39+/-0.32%
11.07+/-3.78°

0.26+/-0.19%

0.28+/-0.27%
1.24+/-0.38°

7. EXPRESION DEL GEN APP EN CELULA SH-SY5Y EXPUESTAS A
DISTINTOS TIPOS DE TRATAMIENTO Y SUSTANCIA

Expresion

Blanco + DMSO
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h

DMSO + B-A 24h

Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust
(0.5ug/ml) + B-A 48h

Maca Roja

42.89+/-16.48°
4.21+/-1.31%
3.32+/-2.10°
2.69+/-1.16

4.26+/-3.09%

Cel +Sust (10Ug/m|_) + Sust 8.88+/-3.62P
(10ug/ml)+B-A 48h
Cel + DMSO + B-A 48h 7.28+/-3.03
Maca Amarilla 1.19+/-0.3%°

Blanco + DMSO
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Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 2.8+/-1.22"
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 4.46+/-1.79°
DMSO + B-A 24h 0.29+/-0.46%
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 0.49+/-0 33
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust 7 15+/-6.2¢
(10ug/ml)+B-A 48h
Cel + DMSO + B-A 48h 8.13+/-4.15¢
Blanco + DMSO 0.72+/-0.26"
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.11+/-0.02°
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 0.62+/-0.01°
Maca Negra DMSO + B-A 24h 1.13+/-0.3°
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 0.47+/-0 41
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust 1.314/-0.01°
(10ug/ml)+B-A 48h
Cel + DMSO + B-A 48h 3.95+/-1.12¢
Blanco + DMSO 0.25+/-0.22°
Cel + Sust (0.5ug/ml)+ B-A 24h 0.49+/-0.43%
Cel +Sust(10ug/mL) + B-A 24h 2.84+/-1.13¢
M75 DMSO + B-A 24h 0.24+/-0.01?
Cel + Sust (0.5ug/ml) + Sust 0.754/-0.10P
(0.5ug/ml) + B-A 48h
Cel +Sust (10ug/mL) + Sust 1.944/-0.27
(10ug/ml)+B-A 48h
2.61+/-0.95¢

Cel + DMSO + B-A 48h
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