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1. Resumen

Las enfermedades como Alzheimer, Parkinson y Esclerosis mdltiple, entre otras, son unos
de los principales problemas neurodegenerativos. Una de las caracteristicas principales que
involucra estos padecimientos es la inflamacién, producto de la secrecion de citocinas
como: IL-1, IL-6 y TNF-a, mediadas por la glia. El factor limitante en el estudio de estas
enfermedades es un modelo que reproduzca fielmente las caracteristicas
neurodegenerativas, debido a que el estudio en pacientes es muy dificil. Para la
enfermedad de Alzheimer, asi como en estudios de neuroinflamacion se han empleado
modelos animales (principalmente en roedores) y modelos transgénicos e inducidos
(inyeccion intracraneal del péptido B-amiloide o de lipopolisacaridos LPS) con el objetivo de
generar los rasgos caracteristicos a nivel cognitivo e histoldgico (inflamacion y dafio celular)
de estas enfermedades, lo que permite mejorar la comprension y la busqueda de
estrategias que ayuden a mejorar los sintomas o detener su progresividad. Actualmente no
existe cura para las enfermedades neurodegenerativas, solamente se cuenta con
medicamentos que disminuyen los sintomas con efectos secundarios no deseados. En este
sentido los extractos derivados de plantas pueden representar una alternativa para el
desarrollo de nuevos farmacos. Estudios llevados a cabo con ratones como modelo de
estudio han reportado la actividad de extractos de plantas con actividad antiinflamatoria,
observando una disminucién de dafio a nivel histolégico y de memoria. En el presente
trabajo se evalu6 el efecto antiinflamatorio de Lopezia racemosa, planta utilizada en la
medicina tradicional mexicana para tratar enfermedades inflamatorias. En la primera etapa
de este trabajo se implementd el modelo inflamatorio a través de la inyeccién intraperitoneal
de lipopolisacérido (LPS), y se estudi6 la influencia en la memoria espacial de los ratones.
Sin embargo no se presenté un efecto en la memoria espacial a través del ensayo Laberinto
de Agua de Morris (LAM), posiblemente al poco tiempo de exposiciéon de esta endotoxina,
ya que el dafio se ve reflejado a nivel celular en la region CA1 y CA3 del hipocampo en el
tercer dia después de su aplicacion, teniendo como medida de respuesta: células picnoéticas
y células reactivas para la citocina TNF-a. En la segunda etapa se llevé a cabo la evaluacién
antiinflamatoria del extracto diclorometano-metanol de L. racemosa, donde se observé una
disminucién de las células reactivas para TNF-a utilizando una dosis de 50 mg/kg del

extracto.



2. Introduccion
Actualmente las enfermedades neurodegenerativas son un problema de salud. Se ha

observado que estas enfermedades presentan caracteristicas clinicas en comun, como su
inicio insidioso, asi como un curso progresivo sin tratamiento eficaz (Rodriguez-Agudelo et
al., 2010).

La clasificacion de las enfermedades degenerativas se establece en funcion de las
manifestaciones clinicas con las que se presentan, pudiendo entonces distinguirse aquellas
gue lo hacen fundamentalmente con un sindrome demencial, la enfermedad de Alzheimer
(EA) el mas claro exponente; se manifiestan fundamentalmente con trastornos del
movimiento y la postura como es el caso de la enfermedad de Parkinson; aquellas en las
que la clinica fundamental es la debilidad y atrofia muscular, como es el caso de la

esclerosis lateral amiotrofica; y con presentaciones diversas (De Pipadn y Larumbe., 2001).

La EA se caracteriza por la pérdida de la memoria y tan so6lo en el 2008 se reportaron 24
millones de casos de demencia Debido principalmente a esta enfermedad, para el 2015
esta cifra aumento hasta 36 millones y se estiman hasta 66 millones de casos para el 2030
(Alvarez et al., 2008 y Sabogal-Guaqueta et al., 2015).

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun
después de la enfermedad de Alzheimer. Afecta aproximadamente al 1-2% de los adultos
mayores a 60 afos; se estima que 5-6 millones de personas la presentan alrededor del
mundo (Sandoval-Avila et al., 2016).

El estudio de los padecimientos neurodegenerativos ha demostrado que el mecanismo de
neuroinflamacién tiene un papel principal como en la enfermedad de Alzheimer.
Actualmente se siguen buscando nuevas estrategias para el tratamiento de estas
enfermedades asi como la propuesta de nuevas dianas terapéuticas (Kim et al., 2012). La
asociacion de la inflamacion con la EA se plante6 a finales de los ochenta y desde entonces
se han identificado mediadores de inflamacion como la Interleucina-1 Beta (IL-1pB),
Interleucina-6 (IL-6) y Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa), que estan involucradas en
este proceso (Reynaldo et al., 2008). Por lo tanto es importante considerar la
neuroinflamacién como una de las caracteristicas principales en las enfermedades

neurodegenerativas.



3. Antecedentes

3.1 Enfermedades neurodegenerativas
La neurodegeneracion se caracterizan por el deterioro progresivo de las células nerviosas,

se presentan mayormente en las personas de edad avanzada (Alvarez et al., 2008 y
Sabogal-Guaqueta et al., 2015).

Estas enfermedades se presentan por una disminucién en el nimero de determinadas
poblaciones neuronales: en la enfermedad de Alzheimer se ha observado una disminucion
de neuronas colinérgicas principalmente en el hipocampo y la amigdala, en la enfermedad
de Parkinson el dafio se presenta en las neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra y
ganglios basales; finalmente, en la esclerosis lateral amiotrofica existe una reduccion en la

poblaciéon de motoneuronas (Segura et al., 2003).

3.2 Neuroinflamacion
La inflamacién es un mecanismo de defensa del organismo y se produce ante un estimulo

perjudicial, originado por factores externos o internos, como lesiones por agentes fisicos,
quimicos o inmunolégicos. Durante la respuesta inflamatoria se desata una compleja
cascada de eventos celulares: activacion de enzimas, liberacion de mediadores quimicos,

extraccion de fluidos, migracion celular, rotura y reparacioén celular.

La inflamacion es una caracteristica de algunas enfermedades neurodegenerativas como
la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Segura et al., 2003). La
neuroinflamacion es un mecanismo de proteccion mediada por la glia (astrocitos y
microglia) en la que se liberan y aumentan los diferentes niveles de citocinas
proinflamatorias por ejemplo TNF-a y IL-1B, asi como la ciclo-oxigenasa (COX-2); sin
embargo, el exceso de estos mediadores vuelve toxico el medio, lo que ocasiona una
sobreactivacion de la microglia, que a su vez conduce a una muerte neuronal en algunas
zonas del cerebro (Kim et al., 2012 y Nava y Gevorkian., 2016), provocando asi la aparicién
de las enfermedades neurodegenerativas. Existe evidencia epidemiolégica y modelos
experimentales que muestran que las condiciones proinflamatorias promueven el desarrollo
de EA. No seria la acumulacion de AP, sino la respuesta inflamatoria al AB, la responsable
del dafo neuronal en la EA (Bernhardi, R. 2007).

Se ha observado que la inflamacion cerebral se puede originar a través de agentes toxicos
como el LPS, un componente de la pared de las bacterias Gram negativas que involucra
el sistema inmunitario de los mamiferos. Es reconocido a través del patrén molecular

asociado a patégenos (PAMP), inmediatamente a través de monocitos y linfocitos. Una vez



que las moléculas de LPS logran cruzar la barrera hematoencefalica, se unen al
agrupamiento de diferenciacion CD14 que esta anclado a GPI en la superficie celular. El
CD14 unido a LPS interactia con TLR4 y su proteina asociada MD2. La microglia inicia una
cascada de transduccion de sefiales que conducen a la rapida transcripcion y liberacion de
citocinas proinflamatorias dependientes de NFkB, lo que induce la liberacién de IL-1B8 y
TNF-a (Guha y Mackman., 2001, Spulber et al., 2012, O"Callaghan et al., 2015).

3.3 Estudio de las enfermedades neurodegenerativas
La investigacion en pacientes presenta la limitacion mas importante, para el estudio de las

enfermedades neurodegenerativas, debido a esto se han desarrollado modelos
experimentales en animales que tratan de explicar las bases moleculares, celulares,
patoldgicas y conductuales en humanos (Navarrete et al., 2008 y Coronas-Samano et al.,
2011).

Los trastornos cognitivos se han estudiado mayormente en primates y roedores, cuyos
procesos neuronales son similares a la funcién cognitiva humana (Navarrete et al., 2008).
Los roedores, en especial la rata y el ratén, son los animales mas utilizados en los
laboratorios. Esto gracias a que tienen un ciclo reproductivo corto (21 dias de gestacion) y
una alta tasa de reproduccion; asi mismo, y debido a su reducido tamafio son faciles de

manejar, permitiendo su manipulaciéon y conservacion (Sarasa., 2006).

Los modelos tienen como objetivo fundamental tratar de replicar los sintomas y lesiones
cerebrales responsables de las enfermedades neurodegenerativas (Coronas-Samano et
al., 2011). Sin embargo, las modificaciones genéticas aln tienen algunos obstaculos por
resolver: a) la gran variabilidad entre un individuo y otro, b) la falta de fenotipo de muchos

transgenes y ¢) su elevado costo de produccion y mantenimiento (Sarasa., 2006).

Actualmente se ha empleado el modelo inflamatorio a partir de la inyeccién de
lipopolisacarido (LPS) en ratones, que generan un cuadro sistémico inflamatorio después
de su administracion. Se ha reportado la administracion intracerebral o via intraperitoneal
(i.p.) sistémica de LPS, con dosificaciones cronicas (250 pg/kg) y agudas (5mg/kg) que
puede incrementar la respuesta inflamatoria mediada por la microglia a través de los
mediadores proinflamatorios como TNF-q, IL-1B y la GFAP (proteina de la glia) (Bernhardi.,
2005).

Asi mismo se ha demostrado que la neuroinflamacion deteriora la plasticidad sinaptica del

hipocampo, aumentando la muerte neuronal interrumpiendo el aprendizaje y la memoria



dependiente del hipocampo, fendmenos que se abordan en ratones después de la
administracion de LPS. Con base a esto, se han detectado: un aumento en la apoptosis
neuronal, la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas, la reduccion de la expresion
del factor neurotréfico del derivado del cerebro, asi como la reduccion del comportamiento
social, actividad locomotora y problemas que impliquen tareas de aprendizaje y memoria
(Olajide et al., 2013 y Nava y Gevorkian., 2016).

Los modelos ofrecen la oportunidad de estudiar directamente la relacién entre los cambios
conductuales de la enfermedad, asi como aspectos histopatoldgicos del cerebro. El estudio
de los cambios conductuales e histol6gicos son importantes para avanzar en la compresiéon
de la evolucién de las enfermedades y proponer tratamientos que disminuyan los sintomas
(Allemang-Grand et al., 2015).

3.4 Tratamientos para las enfermedades neurodegenerativas (inflamatorias)
Actualmente la deteccién de los problemas neurodegenerativos no es del 100% ya que

hasta el momento no existen marcadores para detectar estos padecimientos. Se estima que
el tiempo que tarda el diagnéstico, la enfermedad ya ha progresado varios afios (Herrera-
Rivero et al., 2010). El avance que se ha logrado en el tratamiento hasta el momento se
debe a los medicamentos que controlan los sintomas; sin embargo, éstos no detienen la

progresividad (Onos et al., 2016).

Para el tratamiento de la EA los medicamentos se basan en: inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa (Donepenzil, Rivastigmina y Galantamina) (Herrera-Rivero et al., 2010);
en el tramiposate y otros medicamentos son utilizados en la prevencion y disminucién de la
agregacion del péptido A4 (Kumar et al., 2014); el astemizol y lanzoprazol muestran
afinidad con la proteina tau, por lo tanto, reducen la interaccion de la proteina tau consigo
misma e inhibe la formacion de ovillos neurofibrilares (Kumar et al., 2014). Otra alternativa
para tratar de controlar la enfermedad es el uso de inhibidores de la enzima [3-secretasa
(GRL-8234), encargada de escindir a la proteina precursora amiloide (PPA) y asi detener
la produccion del péptido BA, que origina la formacion de placas seniles (Sarasa, 2006). La
mayoria de los ensayos clinicos destinados a disminuir este péptido no han sido exitosos
(Godyn et al., 2016). Ademas, con los medicamentos actuales para la EA se han observado
algunos efectos secundarios como diarrea, nduseas, insomnio, fatiga y pérdida de apetito
(Herrera-Rivero et al., 2010).

Para la enfermedad de Parkinson se ha utilizado la administracion de levodopa de forma

oral o intravenosa, reduciendo de forma significativa los sintomas de la enfermedad. Sin
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embargo, se ha observado un importante porcentaje de pacientes tratados desarrollan
complicaciones motoras al cabo de varios afios, también se han utilizado los agonistas
dopaminérgicos como los derivados ergoticos y no ergoéticos; cabe mencionar que con estos
medicamentos siguen presentando efectos secundarios no deseados (Luquin et al., 2012 y
Céanovas et al., 2014).

Un obstaculo importante para el desarrollo de terapias surge en la dificultad de replicar
totalmente los sintomas de las enfermedades neurodegenerativas observadas en los
pacientes, por lo tanto, en los modelos de estudio se siguen buscando herramientas de
diagndstico, asi como estrategias terapéuticas para detener la progresividad de estas

enfermedades (Godyn, et al., 2016).

3.5 Alternativas de tratamiento natural contra enfermedades neurodegenerativas
Actualmente se estima que el 80% de la poblacién mundial utiliza las plantas como principal

remedio medicinal, segun sefiala la OMS. Sin olvidar que el 25% de los farmacos existentes
se obtienen de extractos vegetales, o se han sintetizado a partir de sustancias encontradas

en la investigacion fitoquimica (Beyra et al., 2004 y Barrera-Catalan et al., 2015).

Los extractos del fruto Lycii fructus (Lf) presentan efectos neuroprotectores reportados en
un estudio llevado a cabo con esta planta en ratones transgénicos (3xTg-AD) con EA. Se
evalud un ejercicio de aprendizaje espacial y de memoria (laberinto de agua de Morris), y
otros parametros que incluyen el aumento de BDNF, TrkB, y disminucion del depdsito de
BA en el hipocampo; se observd que el tratamiento con Lf atenlia la deficiencia de
aprendizaje y memoria, reduce la carga de BA y aumenta la neurogénesis mediante la
expresion de BDNF y TrkB en los ratones. Por lo tanto Lf tienen un uso potencial para el
tratamiento de esta enfermedad (Ye et al. 2015).

Por otro lado, se ha observado que criptolepina, un alcaloide de Cryptolepis sanguinoleta,
especie que se encuentra al Este de Africa, produce un efecto antiinflamatorio, evaluado
en modelos in vitro e in vivo (Olajide et al., 2013). Asi mismo se ha reportado que Teloxys

ambrosioides presento efectos positivos para la memoria. (Barrera-Catalan et al., 2015).

Los flavonoides, como la quercetina tiene propiedades neuroprotectoras para al cerebro.
Ademas de promover la memoria y el aprendizaje pueden ser utilizados para contrarrestar

los efectos de la EA (Sabogal-Guaqueta et al., 2015).

Otra de las alternativas es el ginseng, se ha demostrado en diversos trabajos, sus efectos

favorables en trastornos del sistema nervioso central y enfermedades neurodegenerativas



tales como la EA. Los ginsendésidos (GRgl y GRb1) son los principales agentes activos que
inhiben la neuroinflamacion y acumulacion de BA; la GRg1 protege a las neuronas de los
radicales libres e inhibe la apoptosis neuronal, mientras la GRb1 protege las neuronas del

hipocampo de la neuroinflamacion y la peroxidacion (Zhou et al., 2014 y Li et al., 2015).

Lagerstroemia ovalifolia se ha utilizado en la medicina tradicional debido a las propiedades
antiinflamatorias que posee. Su extracto metandlico disminuy6 la produccion de éxido
nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2), IL -6, IL-1B8 y TNF-a en células RAW 264.7
(macréfagos murinos) estimulados por LPS a una concentracién de 0.5 yg/mL (Park et al.,
2016).

Se empled el extracto metandlico de Citrus wilsonii en el modelo de macrofagos RAW 264.7
y células BMDC primarios de raton para llevar a cabo la deteccion de mediadores
inflamatorios y citocinas. Se trataron a diferentes concentraciones del extracto (0, 62.5, 125,
250, 500, y 1000 ug/mL) y LPS (1 pg/mL). La mejor concentracion del extracto fue 250
pg/mL debido a que disminuy6é la expresion de PEG;, COX-2, IL-18 e IL-6.
Posteriormente se comprobo la eficacia de este extracto utilizando una concentracion de
LPS de 100 ng/mL en células dendriticas de médula 6ésea (BMDC), observando que 1
pg/mL de Citurs wilsonii disminuyd notablemente la expresion de COX-2, IL-18, IL-6 y TNF-
a. Asi mismo el perfil analitico demostré la presencia de 22 tipos de metabolitos, siendo que
los flavonoides fueron los mas abundantes en los extractos metandlicos. Por lo tanto, los
resultados determinaron que Citurs wilsonii present6 actividad antiinflamatoria significativa

en la inflamacién desencadenada por LPS (Chang et al., 2017).

En lo referente a nuestra planta de estudio, se ha observado que el extracto de Lopezia
racemosa presenta un efecto antiinflamatorio evaluado en un modelo de edema de raton
(Salinas et al., 2014).

3.6 Lopeziaracemosa
Lopezia racemosa es una planta de la familia Onagraceae (Tabla 1), que pertenece al

phylum Magnoliophyta y se encuentra distribuida en todo el mundo, pero estd mejor
representada en el norte y sur de América. Se estima que en México existen 17 géneros y
214 especies pertenecientes a esta familia, se han utilizado de forma ornamental, medicinal
y también se emplean en la industria de la perfumeria. Morelos es un estado con mayor
endemismo en su flora, con 8 géneros y 26 especies pertenecientes a esta familia
(Onagraceae). L. racemosa se encuentra registrada en 13 de los 33 municipios del estado

(figura 1) (Miguel-Vazquez y Cerros-Tlatilpa, 2013).
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Tabla 1. Clasificacion taxondémica de Lopezia racemosa

Taxonomia
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Onagraceae

Género: Lopezia

Epiteto especifico: racemosa
Nombre cientifico: Lopezia racemosa Figura 1. Lopezia racemosa Cav.

Autor del nombre: Cav.

Lopezia es un género considerado invasivo, debido a la facilidad que tiene para colonizar
diferentes tipos de héabitat en el pais (Miguel-Vazquez y Cerros-Tlatilpa, 2013). L. racemosa
es una planta anual o perenne, cubierta con pelos rigidos algunos ensanchados en la base;
tallos erectos que se arraigan en los nudos, florece de noviembre a abril, crece en bosques
de pino-encino, de oyamel, mesoéfilo de montafia, pastizales, matorrales, frecuentemente
como maleza a la orilla de los caminos, campos de cultivo y otros sitios sujetos a
perturbacion (Moreno-Anzurez et al.,, 2017). Esta planta, conocida cominmente como
hierba punzén, es utilizada en la medicina tradicional mexicana para tratar enfermedades

inflamatorias (Salinas et al., 2014).

3.6.1 Estudios fitoquimicos de L. racemosa
En un primer reporte llevado a cabo con L. racemosa se evaluaron extractos de la parte

aérea de la planta, los cuales mostraron actividad antiinflamatoria. La fracciébn hexénica
mostré la mayor actividad antiinflamatoria, la cual fue determinada por la medicion de
citocinas inflamatorias (interleucina 6) secretadas por macréfagos humanos (Cruz-Paredes
et al., 2013).

Recientemente se demostré que los extractos fraccionados de esta planta poseen actividad
antiinflamatoria. Se llevaron a cabo bioensayos con extractos organicos (hexano,
diclorometano y metanol) de Lopezia racemosa, observando el mayor efecto en el extracto

diclorometano en el modelo de edema de oreja de raton, con una respuesta antiinflamatoria
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de 58.3%. Posteriormente se realiz6 un fraccionamiento por cromatografia en columna,
utilizando diclorometano-acetona como eluyente, obteniendo seis fracciones, demostrando
gue la fraccion LR50B present6 una inhibicion del 86.2% de la inflamacion, se atribuy6 a la
mezcla de 6-O-palmitoil-3-O-B-D-glucopiranosilcampesterol (figura 2A) y 6-O-palmitoil-3-
O-B-D-glucopiranosil-B-sitosterol (figura 2B) (Salinas et al., 2014).

Figura 2. A: Figura 2.A: 6-O-palmitoil-3-O-B-D-glucopiranosilcampesterol y B: 6-O-palmitoil-3-
O-B-D-glucopiranosil-B-sitosterol.

En el 2017 Moreno-Anzurez y colaboradores, a partir de una linea de raices pilosas de L.
racemosa, prepararon un extracto con diclorometano-metanol (1:1), fue evaluado en un
modelo de edema de oreja de ratén, observando una inhibicion del 50.5%. Posteriormente
se realizé una purificacion por cromatografia en columna, se evalud una fraccién y se
observé una inhibicion de 85.6%, atribuyendo esta actividad antiinflamatoria a un derivado
de campesterol; (23R)-2a,3[3,23,28-tetrahidroxi-14,15-dehidrocampesterol (Figura 3).

Figura 3. (23R)-2a,3[,23,28-tetrahidroxi-14,15-dehidrocampesterol.

Por otra parte, plantulas regeneradas via organogénesis directa e indirecta fueron

evaluadas quimicamente a partir de los cuales se determino la presencia del 6-O-caproil-3-
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B-D-glucosido de B-sitosterol y el glucdsido de B-sitosterol en plantas regeneradas via

organogénesis indirecta (Moreno-Anzurez et al., 2017).

4. Justificacion
Se ha sugerido que la inflamacién sistémica puede ocasionar la aparicion y progresion de

enfermedades cerebrales crénicas incluyendo la enfermedad de Parkinson y Alzheimer
(Hey-Kyeong., 2010). Se ha reportado que estos padecimientos son la principal causa de
demencia, factor que méas contribuye a la discapacidad y dependencia en las personas
adultas mayores. La neuroinflamacion presenta un efecto adverso en algunas
enfermedades neurodegenerativas debido a la activacion de la microglia y una relacion
consecuente con los efectos proinflamatorios mediados por IL-18, TNF-a y especies
reactivas de oxigeno. Es por ello que, una reduccion de los mediadores proinflamatorios de
la microglia podria atenuar la severidad de estos desérdenes (Kim et al, 2012).
Actualmente no existe cura para estas enfermedades; lo que se ha logrado hasta el
momento son medicamentos que disminuyen los sintomas sin detener la progresividad de
las enfermedades. La bldsqueda de nuevas alternativas naturales que presenten actividad
antiinflamatoria, disminuyan los sintomas y efectos no deseados provocados por los

medicamentos es de vital importancia.

5. Hipotesis
El extracto diclorometano-metanol de Lopezia racemosa con actividad antiinflamatoria

inhibira la respuesta mediada por la microglia, en un modelo de inflamacion.

6. Objetivo general
Evaluar el efecto neuroinflamatorio del extracto de Lopezia racemosa en un modelo murino

de inflamacion.

7. Objetivos particulares
e Determinar el efecto inflamatorio en la pérdida de memoria espacial.

e Identificar el dafio en la regiébn CA1 y CA3 del hipocampo de raton.
e Analizar la actividad antiinflamatorio del extracto diclorometano-metanol de L.

racemosa en el hipocampo de raton.
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8. Estrategia experimental

Modelo experimental, ratén (Mus musculus)
cepa CD1.

Sexo: Hembra
Peso: 25-30 gramos

Inflamacién

. Inyeccidn intraperitoneal de LPS.
\_ J

A

—— s
( Prueba conductual (LAM) \ ( \

Inmunohistoquimica

e Fase de adquisicion e Tincidn: Eosina-

Evaluacién del extracto de
e Fase de retencidn Hematoxilina

Lopezia racemosa.
e Deteccidn con anticuerpos

) k (TNF-a). ) 1

Inmunohistoquimica
Y e Tincién: Eosina-hematoxilina.
L e e Deteccién con anticuerpos
Andlisis estadistico (TNF-a).
e t-Student
e ANOVA 1

Analisis estadistico

e ANOVA
e Post hoc: Dunnett’'sy
Tukey

14



9. Metodologia
El presente trabajo se dividié en dos etapas, la primera consistié en la implementacion del

modelo murino inflamatorio inducido a través de una inyeccidn intraperitoneal del LPS, en

la segunda etapa se evalué el extracto con actividad antiinflamatoria de L. racemosa.

9.1 Modelo experimental
Para llevar a cabo este trabajo, se utilizaron ratones hembras de la cepa CD1 (Mus

musculus) como modelo experimental, con un peso de entre 25 y 30 gramos (edad adulta)
proporcionados por el bioterio del Instituto de Biotecnologia (IBT-UNAM).

9.2 Establecimiento del modelo murino de neuroinflamacién inducida por LPS
Se utilizé el lipopolisacarido LPS (0111:B4) para ocasionar el dafio (inflamacién) en los

cerebros de los ratones. El lipopolisacarido se disolvié en solucién salina al 0.9% y se
inyecto via intraperitoneal (i.p.) a los ratones de la cepa CD1 durante una fase crénica y

aguda.

Para la evaluar la memoria espacial en la primera etapa se utilizaron 12 ratones divididos
en 4 grupos de 3 organismos como se muestra en la Tabla 2, para observar el déficit de la
memoria espacial se utilizaron dos grupos: agudo y crénico como se mencionan a
continuacion.

El LPS fue evaluado en dos diferentes concentraciones: grupo A, se aplicé una sola dosis
de 5 mg/kg de LPS (agudo); y B, se administré una dosis de 250 pug/kg de manera constante
durante siete dias (cronico); los grupos C y D se utilizaron como controles negativos, en el
grupo C se inyectd Unicamente el vehiculo (solucién salina al 0.9%) el grupo D no recibié
ningun tipo de tratamiento (Qin et al., 2007, Woong et al., 2008 y Qun et al., 2014).

Tabla 1. Inyeccion via i.p. con el LPS de E. coli (O111:B4).

Grupo Lesion
A 5 mg/kg LPS
B 250 pg/kg LPS
C Solucién salina 0.9% (vehiculo)
D Sin lesion
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El efecto inflamatorio producido por el LPS se evalué siete dias después en los grupos Ay
B para corroborar el déficit de memoria espacial en los ratones, se llevé a cabo la prueba
del Laberinto de Agua de Morris (LAM).

Como parte de la implementacion del LAM se determind la influencia del horario y la edad
en los ratones. Para el parametro del horario se utilizaron dos diferentes horarios: mafiana
7 a.m. y tarde 5 p.m.; para el parametro de la edad, se utilizaron dos grupos: de 3 meses
de nacidos y otro de 6 meses, con el propoésito de eliminar algin efecto, producto de estos

pardmetros mencionados.

9.3 Prueba para evaluar la memoria espacial
Para medir la memoria espacial, los ratones fueron sometidos a la prueba del LAM. El

laberinto de agua fue disefiado en 1981 por Richard G. Morris, para estudiar y evaluar la
memoria espacial en roedores de laboratorio. Esta memoria se relaciona con la capacidad
de adquirir y retener asociaciones que se encuentran en el entorno. Este ensayo se ha
convertido en uno de los mas frecuentes en neurociencia del comportamiento. EI LAM
consiste en una piscina circular llena de agua, en la que se sitla una plataforma que debe
ser localizada por el organismo de estudio, que a su vez se divide en dos fases: una de

adquisicion y otra de retencién (Vicens et al., 2003 y Navarrete et al., 2008).

9.3.1 Condiciones del laberinto de agua de Morris (LAM)

El LAM es una piscina circular llena de agua a una temperatura que puede oscilar
entre 18 y 27°C, en la que se sumerge una plataforma que debe ser localizada por
el organismo de estudio (Mus musculus).

e El diametro de la piscina es de 78 cm con una altura de 36 cm y un punto de
referencia (pelota roja).

e Para latarea de escape (sesion de adquisicion), se utiliz6 una plataforma de 10 cm
de diametro, sumergida 1 cm por debajo de la superficie del agua.

e La piscina se dividi6 en 4 cuadrantes iguales: derecho inferior y superior (DI y DS),

e izquierdo inferior y superior (Il 'y IS).
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9.3.2 Ensayo del laberinto de agua de Morris (Fase de adquisicién)

o En esta fase, se introduce al organismo con el hocico apuntando hacia las paredes
de la piscina y se deja nadar hasta encontrar la plataforma escondida.

e Los puntos de escape se localizaron en cuatro posiciones diferentes, todos a la
misma distancia, fijados aleatoriamente a través de la prueba y se utilizaron los
mismos para todos los organismos.

e La plataforma estuvo situada en el cuadrante izquierdo superior (IS), con un punto
de referencia.

e Para encontrar la plataforma escondida se realizaron 10 sesiones (2 diarias), con 4
ensayos cada una, con una duracion de 1 minuto, si el ratbn no encuentra la
plataforma pasando 1 minuto, se guio manualmente hasta la plataforma donde
permanecié durante 10 segundos.

o Después se le retiro la plataforma y se le dejo descansar por 30 segundos antes de
iniciar el siguiente ensayo.

e La medida evaluada fue la latencia de escape (tiempo que transcurre hasta que

alcanza la plataforma).

9.3.3 Ensayo del laberinto de agua de Morris (Fase de retencion)

¢ Alfinalizar la fase anterior (fase de adquisicion), se llevd a cabo la fase de retencion.
Este ensayo pone a prueba el aprendizaje del organismo, si aprendié a asociar el
punto de referencia con la plataforma, nadara méas tiempo en el cuadrante meta, es
decir donde previamente estaba situada la plataforma.

e La prueba se lleva a cabo dos dias después de la Ultima sesion. Para esta sesion
consta de 4 ensayos en total, dejando partir al organismo aleatoriamente de los 4
puntos de partida descritos anteriormente.

e La medida evaluada fue el tiempo que permanece en el cuadrante meta (Li et al.,
2015 y Sabogal-Guaqueta et al., 2015) (Linea de tiempo 1).

17
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Linea de tiempo 1. Implementacion del modelo de inflamacion y laberinto de agua de Morris.

9.4 Histoquimica
Para evaluar el tejido cerebral, en la primera etapa se utilizaron 6 grupos de ratones, 3

grupos con una dosis de 5 mg/kg y 3 grupos de 250 ug/kg, 2 grupos fueron tomados a partir
de los ratones sacrificados a los 14 dias después del LAM, los cuatro grupos restantes
fueron sacrificados a los 3 y 7 dias, con dosis de 250 ug/kg y 5 mg/kg. Unicamente los
grupos sacrificados en el dia 3 fueron utilizados para la evaluacién de la citocina TNF-q, los
grupos restantes se observaron con la tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E).

Posteriormente se evaluaron dos grupos sacrificados a las 15 y 24 horas después de la
inyeccion i.p. de LPS Unicamente para la dosis de 250 ug/kg. En conjunto se analizaron
cinco grupos (15 horas, 24 horas, 3, 7 y 14 dias) y se evallo el ancho de la region CAly el
nimero de células picnéticas en la region CA3 del hipocampo bajo la tincion H-E.
Finalmente la citocina TNF-a se evalto a una dosis de 250 ug/kg en los dias 3, 7y 14 en
la regién CA1 del hipocampo de ratén.

Para llevar a cabo la técnica histolégica (anexo A), los ratones fueron sacrificados a través
de dislocacioén cervical, seguida de una diseccién y la perfusién por gravedad, utilizando
EDTA como anticoagulante. Se extrajo Unicamente el cerebro para llevar a cabo una
deshidratacion vy fijacion en parafina; con ayuda del micrétomo se realizaron los cortes
histolégicos del hipocampo (anexo B), seguida de una tincibn con Hematoxilina-Eosina
(anexo C), con la finalidad de observar cambios en la morfologia celular. La citocina TNF-a

se utilizé como marcador proinflamatorio para evaluar el dafio en los cerebros de los
ratones, ver anexo E.
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9.5 Evaluacién de los extractos de Lopezia racemosa
La segunda parte del proyecto se evalud el efecto antiinflamatorio del extracto de L.

racemosa. Previamente se realiz6 la extraccion de la planta (L. racemosa), material que
fue proporcionado por el grupo de trabajo de la Dra. Irene de la Concepcion Perea Arango
del Laboratorio de Botanica Estructural (CEIB-UAEM). Se utilizaron Unicamente partes
aéreas de la planta (tallo y hoja), obteniendo un peso seco total de 49.6g utilizando una
mezcla de diclorometano-metanol (1:1), se llevé a sequedad en la campana de extraccién
una vez cada 72 horas durante 9 dias, obteniendo un rendimiento de 10.87g del extracto
de L. racemosa, se utiliz6 DMSO al 10% como disolvente.

En la segunda etapa se utilizaron tres dosis diferentes del extracto diclorometano-metanol
de L. racemosa: 12.5, 25y 50 mg/kg, utilizados como pretratamiento por 13 dias inyectados
via i.p., posteriormente se indujo la inflamacién por medio del LPS durante tres dias, como
control positivo se utilizé un grupo tratado con 250 ug/kg de LPS y solucién salina al 0.9%

como control negativo (tabla 2) (Linea de tiempo 2).

Tabla 2. Tratamientos.

Grupo Lesion Tratamiento (inyeccién viai.p.)
A (negativo) Solucién salina Vehiculé (0.9%)
B (positivo) LPS (O111:B4) 250 pg/kg
c LPS (O111:B4) 12.5 mglkg
D LPS (O111:B4) 25 mg/kg
LPS (O111:B4) 50 mg/kg
Pretratamiento L. racemosa: 12.5, Sacrificio
25y 50 mg/kg. A
b | (o] o . s
® & Histoquimica
(a]
' T T N T TN O O I B | Analisis
1 1 .o
| estadistico
rrrrrrrrrrrer Tl | (ANOVA)
SN M W~ oo gy N y '
888 o8 0 &8 88 g g 5 @ Nflamacion
O 068 0ot 008 o008 3336 LPS250 Microscopio
ue/Ke.

Linea de tiempo 2. Evaluacion del extracto diclorometano-metanol de L. racemosa.
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9.6 Andlisis estadistico
Los datos obtenidos por medio del ensayo del laberinto de agua de Morris y cortes

histologicos en las regiones CAl y CA3 del hipocampo de ratdén fueron evaluados por el
software GraphPad Prism version 6.0, bajo un estadistico de t-Student, ANOVA, con un

nivel de significancia de a <0.05 y pruebas post hoc: Tukey y Dunnett’s.
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10. Resultados
La primera parte del trabajo se establecieron las condiciones adecuadas para realizar la

prueba conductual, se evalu6 la administracion del LPS sobre la prueba de memoria
espacial y los cambios a nivel histoldgico en dos regiones del hipocampo CAl y CA3. La
segunda parte se observé efecto antiinflamatorio de L. racemosa en la regiéon CA1l del
hipocampo.

10.1 Evaluacién de la memoria espacial

La prueba de LAM consiste en dos fases: 1) de adquisicion y 2) de retencion. Inicialmente
se determiné si el horario y la edad de los ratones influian en el resultado de la prueba.

10.1.1.1 Influencia del horario en la memoria espacial
Se evaluaron dos grupos de 5 individuos en dos diferentes horarios: 8:00 am (mafiana: m)

y 17:00 pm (tarde: t). En la fase de adquisicion se observd una disminucion del tiempo o
latencia de escape con respecto al nimero de sesiones, presentando valores de inicio de:
38.3 £ 6.4s para el grupo de la mafiana (m) y 33.9 £ 6.4s para el grupo de la tarde (t). Estos
valores disminuyeron considerablemente para la sesion numero 5 obteniendo registros de
9.3+1.9s(m)y 7.9 £3.2s (1). A partir de esta sesion y hasta la sesion numero 10, el tiempo
de latencia de escape disminuy6 ligeramente, llegando a valores de 5.8 +1.3sy 5.8 +1.1s
respectivamente (figura 4). Ambos grupos mostraron un comportamiento similar, lo que fue
corroborado con el andlisis estadistico (t de Student). El andlisis nos indica que no hubo

diferencia significativa en el tiempo de escape entre los grupos de la mafana y de la tarde.

Fase de Adquisicién

60 7
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407 - m

30 1 -— t

Tiempo (s)

20 A

10 4

No. sesiones

Figura 4. LAM: Fase de adquisicion, t de Student, p<0.05, n=5, (X + SEM). m: grupo de la mafiana y t: grupo
de la tarde.
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En la fase de retencién, se obtuvieron valores de 35.6 +3.1s para el grupo m y 20.6 £2.4s
para el grupo t (figura 5). El analisis estadistico t de Student con una p< 0.05 demuestra
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos, lo que indica que el
horario en el que se realice el ensayo repercute directamente en esta fase, el horario de la

mafana demostrd ser el mejor tiempo para realizar el ensayo (LAM).

Fase de Retencion

60 1

50 1

40 1

3

—

301
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201

104

Figura 5. LAM: Fase de retencion, t de Student, p<0.05, n=5, (X + SEM). m: grupo de la mafiana y t: grupo
de la tarde.

10.1.1.2 Influencia de la edad de los ratones en la memoria espacial

Una vez establecido el horario de la prueba del LAM, se determind si la edad de los ratones
afectaba el resultado de la prueba. Los ratones analizados fueron: grupo de ratones jévenes
(J: 1 mes de edad) y de ratones adultos (A: 6 meses de edad). En la primera fase de
adquisicion se observo la misma tendencia en ambos grupos, con respecto al tiempo de
escape. Una disminucion considerable fue observada entre la sesibn nimero 4 y 6 con
respecto al tiempo de inicio; posterior a la sesion 6 los grupos se mantuvieron estables
hasta la Ultima sesién con valores de 5.8 +1.3s (J) y 8.3 £2.3s (A) (figura 6). El andlisis t de
Student demuestra que no existe diferencia estadisticamente significativa entre ambos

grupos de ratones.
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Figura 6. LAM: Fase de adquisicién, t de Student, p<0.05, n=5, (X + SEM). Ratones jovenes (J) y Ratones

adultos (A).

En la fase de retencién ambos grupos demostraron la misma capacidad de retencion (figura

7); los valores de permanencia en el cuadrante meta fueron de 35.7 £3.1s para los jévenes

(J)y 28.0 +4.8s para los adultos (A). Este resultado nos indica que la edad no influye en el

aprendizaje, ventaja que se utiliza para evaluar a grupos de ratones de edad temprana o

tardia.

60
50
40
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Tiempo (s)

20 A

10 A

0

Fase de Retencidn

Ratones J.

Il Ratones A.

J A
Figura 7. LAM: Fase de retencion, t de Student p<0.05, n=5, (X + SEM). Ratones jévenes (J) y Ratones

adultos (A).
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10.1.2 Efecto del LPS sobre la prueba conductual del LAM
Una vez establecidos los parametros de la prueba de LAM, se evalud el efecto del

lipopolisacarido (LPS, 0111:B4) sobre la memoria espacial de los ratones. Se utilizaron dos
dosis: aguda de 5mg/kg y una crénica 250ug/kg. Los resultados obtenidos se compararon
con dos grupos controles; 1) normal y 2) grupo que recibié unicamente el vehiculo durante
siete dias. Como se puede observar en la figura 8, los cuatro grupos siguen la misma
tendencia, con una disminucion del tiempo de escape a medida que avanza el niumero de
sesiones; el analisis estadistico de ANOVA, indica que no existe diferencia significativa

entre los grupos.

Fase de Adquisicién

Tiempo (s)
N w B (&) 2]
o o o o o

=
o

Figura 8. LAM: Fase de adquisicion, ANOVA p<0.05, n=3, (X + SEM). Grupo: Normal, vehiculo (solucion
salina 0.9%), crénico (250ug/kg) y agudo (5mg/kg).

Con respecto a la fase de retencion, los tiempos de nado observados en el cuadrante meta
para los cuatro grupos fueron los siguientes: Control: 32.5+7.0s; S.S.:24.5+£2.1s; 250ug/kg:
33.312.9s; y 5mg/kg: 27.6t£1.4s. Los grupos tratados con LPS presentaron tiempos
similares a los controles, demostrando la misma tendencia en permanecer en el cuadrante
donde previamente se encontraba la plataforma de escape, no existe diferencia
significativa, corroborado por el andlisis estadistico de ANOVA, el LPS no afecta la memoria

espacial en los ratones (figura 9).
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Figura 9. LAM: Fase de retencion, ANOVA p<0.05, n=3, (X £ SEM). Grupo: Normal, vehiculo (solucién salina
0.9%), crénico (250ug/kg) y agudo (5mg/kg).

10.1.3 Efecto del LPS a nivel histolégico
Los cortes de los tejidos control no presentaron cambios morfolégicos (figura 10A, E e |);

las neuronas ubicadas en la regién CA1 y CA3 del hipocampo no presentan cambios, se
observd una morfologia celular normal: células redondas con ndcleos normales no
picnoticas, donde se aprecian los nucleos y prolongaciones normales (figura 10B, C, F, G,
J y K). No se present6 diferencia entre los grupos de ratones: jévenes, adultos y control. El
analisis inmunohistoquimico demostré que no existe expresion de TNF-a en las células CA1
del hipocampo (figura 10D, Hy L).

25



Figura 10. Tincion histoldgica de H-E (Hematoxilina-Eosina) del hipocampo, CA1, CA3 y TNFa en CA1 de ratén.
A: Hipocampo B: CAl C: CA3y D: CA1 (TNFa) de raton joven, observadas a 10X y 40X.
E: Hipocampo, F: CAl, G: CA3y H: CA1 (TNFa) de ratén adulto, observadas a 10Xy 40X.
I: Hipocampo, J: CA1, K: CA3y L: CA1 (TNFa) grupo vehiculo, observadas a 10X y 40X.

Los grupos evaluados en el dia 3 presentaron un hipocampo normal (figura 11A y E). Las
células piramidales en la region CA1 de ambos grupos presentaron morfologia redondas y
picnéticas; y a diferencia de la region CA3 se observaron células no circulares y mayor
picnosis (ver flechas rojas (figura 11B, C, F y G). La expresién de TNF-a en las células de
la region CA1 del hipocampo presentaron un marcaje muy ligero como se indica con las
flechas verdes (figura 11D y H).
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Figura 11. Tincion histoldgica de H-E (Hematoxilina-Eosina) del hipocampo, CA1, CA3 y TNFa en CA1 de ratén.
Grupo agudo (5mg/kg). A: Hipocampo, B: CA1, C: CA3y D: CA1 (TNFa), observadas a 10X y 40X.
Grupo cronico (250ug/kg). E: Hipocampo, F: CAl, G: CA3y H: CA1 (TNFa), observadas a 10Xy 40X.

Los dos grupos analizados en el séptimo dia (agudo y crénico), bajo la tincion de H-E,
presentaron un hipocampo normal (figura 12A y D). Se observo picnosis en las células de
la region CA1 y CA3 del grupo agudo (ver flechas rojas figura 12B y C), a diferencia del
grupo cronico, las células tienen forma redonda y no presentan picnosis (flechas negras
figura 12E y F).
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Figura 12. Tincion histolégica de H-E (Hematoxilina-Eosina) del hipocampo, CA1, y CA3 de raton.
Grupo agudo (5mg/kg). A: Hipocampo, B: CA1y C: CA3 observadas a 10X y 40X.
Grupo croénico (250ug/kg). D: Hipocampo, E: CAl y F: CA3 observadas a 10X y 40X.

Los resultados observados en el dia 14 demostraron que no existen cambios en el
hipocampo (figura 13A y D). Asi mismo se observo dafio en la region CA1y CA3 del grupo
agudo, mayor picnosis, células no redondas y presencia de retraccion celular, a diferencia
del grupo tratado de manera cronica por 7 dias (ver flechas rojas figura 13B y C). Las células
de la region CA1 y CA3 del grupo crénico unicamente presentaron células redondas y no

picnéticas (ver flechas negras, figura 13E y F).
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Figura 13. Tincién histolégica de H-E (Hematoxilina-Eosina) del hipocampo, CA1, y CA3 de ratén.
Grupo agudo (5mg/kg). A: Hipocampo, B: CAly C: CA3 observadas a 10X y 40X.
Grupo cronico (250ug/kg). D: Hipocampo, E: CAly F: CA3 observadas a 10X y 40X.

10.1.4 Analisis estadistico de laregion CA1y CA3 del hipocampo de ratén

10.1.4.1 Evaluacion del ancho de la regién CAl del hipocampo en ratones
El analisis de cinco tratamientos evaluados a diferentes tiempos utilizando dos grupos como

control, el ancho de la regién CA1 fue comparada contra cada grupo, observando valores
de: Normal: 322.7+37.0 um, solucién salina: 236.2+39.2 um, 15 horas: 304.6+20.9 um, dia
1: 289.4+27.6 um, dia 3: 222.9+21.3 um, dia 7: 310.4+32.3 umy dia 14: 247.0+15.1 ym. Se
observd una tendencia a la disminucion del ancho de CAl Unicamente en el dia 3 con
respecto al control normal, el resto de los grupos tratados presentaron una similitud con
respecto a los controles. Como lo corrobora el analisis estadistico ANOVA, no existe
diferencia significativa entre los grupos evaluados (figura 14).
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Figura 14. Ancho de la region CA1 (um) del hipocampo. ANOVA p<0.05, n=3, (X + SEM). Dosis de 250ug/kg
de LPS. Normal, Control (solucidn salina 0.9%), 15 horas, Dias 1, 3, 7y 14.

10.1.4.2 Evaluacion de células picnéticas en la regién CA3 del hipocampo
Los resultados observados en la region CA3 del hipocampo indican la presencia de dafio

en las neuronas piramidales a partir de las 15 horas con un nimero de 34.0£1.5 células
picnéticas. Este dafio se mantiene similar en el dia 1 y 3 observando 36.3+7.8 y 35.6+4.9
células, posteriormente el nimero de células disminuye considerablemente en el dia 7 y se
mantiene hasta el dia 14 con un conteo de 4.6+1.2. Posteriormente el analisis de ANOVA
demostré una diferencia significativa entre tratamientos con una p < 0.05, el analisis Tukey
demostré la similitud entre los tratamientos: 15 horas, dias 1 y 3, asi como la diferencia
entre los tratamientos: dia 7 y 14 debido a la disminucién de células picnéticas observados

en ambos grupos (figura 15).
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Figura 15. Numero de células picnéticas en la region CA3 del hipocampo. ANOVA p<0.05 y Tukey, n=3, (X +
SEM). Dosis de (250ug/kg) de LPS. Grupo: 15 horas, Dias 1, 3, 7 y 14.

10.1.4.3 Evaluacién inmunohistoquimica en laregién CAl del hipocampo de ratén
Los datos observados en el conteo de células reactivas en la region CA1 del hipocampo fue

evaluado en andlisis estadistico ANOVA y demostré una diferencia significativa entre los
grupos con una p<0.05, posteriormente el analisis de Dunnett’s indicé una diferencia de
TNF-a en el dia 3 con un promedio de 44.0+£3.9 células reactivas con respecto al dia 7y 14
con promedios de 31.2+8.0 y 20.7+4.0 respectivamente. Asi mismo se presentdé una

disminucién de las células reactivas con respecto al tiempo (figura 16).

60 -
s B
> 501
3 | A
©
o 40
7]
S 301
=}
9 20 A
s i
(] I
©
. 104
[e]
4
0 T T
. >
S
o N

Figura 16. Namero de células reactivas para TNF-a en la regiéon CA1 del hipocampo ANOVA p<0.05,
Dunnett’s, n=3, (X £ SEM). Dosis de (250ug/kg) de LPS Grupo: Control (solucién salina 0.9%), Dias 3, 7, y
14.

31



El color café se identifica como el marcaje positivo de células que expresan la citocina. Se
colocé una imagen representativa de la regiéon CA1 del hipocampo de cada tratamiento con
respecto a la figura 16 descrita anteriormente. El dia 3 present6 mayor expresion de la
citocina TNF-a (flechas rojas figura 17B). EI menor nimero de células reactivas se
observaron en los dias 7 y 14 (figura 17C y D). Por lo tanto se decidi6 utilizar el dia 3 para
obtener el mayor nimero de células reactivas y llevar a cabo la evaluacion de la actividad

antiinflamatoria del extracto diclorometano-metanol de L. racemosa.
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Figura 17. Inmunohistoquimica para TNF-a en CA1 de raton, dosis
de 250ug/kg de LPS a diferentes tiempos: A) Control (S.S. 0.9%), B)
Dia 3, C) Dia 7 y D) Dia 14.

10.2 Evaluacion inmunohistoquimica del extracto diclorometano-metanol
antiinflamatorio de L. racemosa en laregién CA1 del hipocampo de raton
El extracto de L. racemosa fue evaluada en tres diferentes dosis con respecto al nivel de

respuesta de TNF-a en las células de la regiéon CA1 del hipocampo de ratén. Cada resultado
fue analizado con la prueba de ANOVA, que indic6 una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos evaluados (figura 18). Se realiz6 el andlisis post hoc de

comparacion multiple de Dunnett’s en el que se evalud el control positivo LPS contra todos
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los tratamientos. La dosis de 50 mg/kg demostré el mejor efecto antiinflamatorio,
observando una disminucién de 44.0+3.9 a 27.5+3.5 células que expresan la citocina TNF-

a.
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Figura 18. Nimero de células reactivas para TNF-a en la region CA1 del hipocampo. ANOVA p<0.05,
Dunnett’s, n=3, (X £ SEM). Grupos: Control negativo (solucion salina 0.9%), control positivo LPS (250ug/kg),
12.5 mg/ kg, 25 mg/kg y 50 mg/kg.

Finalmente se presentan las imagenes de cada tratamiento en la regién CA1 del hipocampo
con respecto a la evaluacion del extracto de L. racemosa (figura 19C, D y E). Como control
negativo se utilizé solucién salina (figura 19A) y como control positivo el grupo dafiando con
LPS (flechas rojas, figura 19B). Se llevé a cabo la comparacién y se observé el aumento de
células normales en la regién CA1 del hipocampo (flechas azules, figura 19E), demostrando
una disminucion de dafio neuronal a una dosis de 50 mg/kg, con respecto a la dosis de 12.5

mg/kg y 25 mg/kg (figura 19C y D).
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Figura 19. Inmunohistoquimica de TNF-a en CA1 del hipocampo de ratén. Grupos: A. Control negativo
(solucién salina 0.9%), B control positivo LPS 250ug/kg, C: 12.5 mg/kg, D: 25 mg/kg y E: 50 mg/kg del
extracto diclorometano-metanol de L. racemosa.

11. Discusion
La importancia de esta investigacion radica en la demostracion de la actividad

antiinflamatoria del extracto diclorometano-metanol de L. racemosa, actividad a nivel

cerebral, frente a la disminucion de la citocina proinflamatoria TNF-a.

El establecimiento de los parametros del ensayo de LAM, prueba que evalla la memoria
espacial, fue el primer punto evaluado. El efecto del horario para la realizacion de la prueba
y la edad fueron pardmetros estudiados. Los resultados con respecto al horario nos indican
gue la fase de adquisicion es independiente al horario, sin embargo, la fase de retencién es
dependiente del horario, y repercute de forma negativa en el horario de la tarde. Se ha
reportado que multiples factores pueden influir en el comportamiento de los organismos,
como el género, el peso, la intensidad de luz y los esquemas de manipulacion son ejemplos
de estos factores en ratas (Conde et al., 2008). En nuestros datos, con respecto al factor
edad, éste no limita la realizacion del ensayo (LAM) en los ratones CD1 evaluados; datos
similares son reportados en un estudio con ratones con una edad entre 4 y 21 meses, en el

que observaron que el factor edad no limita la fase de adquisicion y retencién en la memoria
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espacial, prueba que fue llevada a cabo con el ensayo de LAM (Sabogal-Guaqueta et al.,
2014 y Li et al., 2015). Tomando en cuenta nuestros resultados de los experimentos del
LAM, los estudios posteriores se realizaron por la mafiana y con un rango de edad de los
ratones de entre 3-6 meses. Una vez establecidos estos parametros se evalué el efecto de

LPS (0111:B4) en la memoria espacial de los ratones.

Diferentes estudios han demostrado el dafio a nivel cerebral inducido por la i.p. del LPS y
la asociacion de esta molécula a las placas seniles, una de las caracteristica que lleva a la
muerte neuronal y dirige a la pérdida de memoria como se presenta en los pacientes con la
EA (Xinhua et al., 2016). Los resultados presentados en este trabajo difieren debido a la
ausencia de dafio a nivel de memoria espacial en ambos grupos (crénico y agudo)
observados en el LAM, posiblemente a la resistencia de la cepa CD1 al efecto inflamatorio
del compuesto utilizado, asi como el tiempo de exposicién del compuesto no fue suficiente
para observar la pérdida de memoria espacial caracteristica del EA. Por lo tanto, algunos
de los pardmetros que se deben considerar para un estudio a futuro son: a) la cepa de ratén
al momento de implementar el modelo; b) el tipo de serotipo de la bacteria de E. coli de
donde se aisla la molécula de LPS; y c) el tiempo de administracion del LPS (Vorhees y
Williams, 2006).

Las caracteristicas de dafio a nivel histolégico se presentaron en las células de la region
CA1 y CA3 del hipocampo, asi como la activacion de la microglia, un importante mediador
de la neuroinflamacién, que participa en la liberacién de varias sustancias potencialmente
neurotéxicas, como especies reactivas de oxigeno, Oxido nitrico y varias citocinas
proinflamatorias, de las cuales se consideran generalmente dos citocinas proinflamatorias
principales, TNF-a e IL-1[3, que incrementan de manera considerable una vez que el cerebro
ha sufrido dafio (Xing et al., 2011). Un efecto similar se ha observado por la inyeccion via
i.p. LPS en ratones (Woong et al., 2008). La cepa evaluada en este estudio demostré una
respuesta al dafio ocasionado por el LPS en cada uno los tiempos evaluados. Las células
picnoticas se utilizaron como marcador de dafio a nivel celular, mismas que fueron
observadas en las células de la region CA1 y CA3 del hipocampo, dafio que compromete
la integridad neuronal. Sin embargo, no se observaron cambios en la estructura hipocampal,
probablemente debido al corto tiempo de exposicién del LPS. Datos similares reportan
pérdida selectiva de neuronas en hipocampo y corteza cerebral que estan relacionadas con
la EA (Bernhardi., 2005 y Nieto-Escamez., 2011). Es importante mencionar el incremento
de la citocina TNF-a en el dia 3 y como disminuye con respecto al tiempo (Figura 15). En

un estudio realizado por Qun y colaboradores en el 2014, se reportd la expresion relativa
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de RNAmM de TNF-a total en hipocampo en el séptimo dia, sin embargo al realizar la
medicion por el método de ELISA del suero total del hipocampo, detectaron la presencia de
TNF-a desde el dia 1 (26.0 pg/mg) hasta el dia 7 (25.9 pg/mg). Se ha observado niveles de
TNF-a sorprendentemente elevados en el cerebro hasta 10 meses después de su
activacion (Qin et al., 2007), lo que indica que el tiempo de administracion y espera son
parte importante para observar la respuesta de algunas de las caracteristicas de las

enfermedades neurodegenerativas.

La implementacion de modelos inflamatorios del cerebro permiten comprender la posible
transicion del estado de neuroinflamacién a la neurodegeneracién y probar la eficacia de
los posibles agentes terapéuticos para evitar dicha transicién (Nazem et al., 2015). En este
trabajo se demostrd el efecto antiinflamatorio del extracto diclorometano-metanol de L.
racemosa aplicado via i.p. en el modelo in vivo inflamatorio de LPS, efecto observado a una
dosis de 50 mg/kg del extracto (diclorometano-metanol). La actividad antiinflamatoria
demostrada por Salinas y colaboradores en el 2014, pero en diferente modelo de estudio,
observaron que L. racemosa presenté un efecto antiinflamatorio en el modelo de edema de
oreja de ratdbn. Se evalu6 un extracto diclorometano, observando una inhibicién
antiinflamatoria de 86.2%. Estos son resultados similares reportados por Moreno-Anzurez
y colaboradores en el 2017, que a partir del extracto diclorometano-metanol obtenido de
una linea de raices pilosas de L. racemosa mostré una inhibicién del 85.6% en el mismo
modelo de edema de oreja de ratdn, atribuyendo el efecto antiinflamatorio a un derivado de
campesterol (23,28-tetrahidroxi-14,15-dehydrocampestero). Se ha demostrado en este
modelo in vivo que L. racemosa contiene moléculas con capacidad antiinflamatoria, y se
desconoce si en ambos modelos la (s) molécula (s) estan contribuyendo de igual manera
para la actividad.

Se ha observado que los extractos de los miembros de la familia Onagraceae tienen
diversos efectos biologicos. Estas propiedades se deben a su alto contenido de polifenoles,
tales como los taninos y flavonoides. Oenothein B es el tanino principal aislado
de Epilobium y Oenothera (géneros pertenecientes a la familia Onagraceae); seguido de
otros flavonoides: miricetin y quercitina, debido a su abundancia de Oenotein B se considera
como agente antioxidante (Cruz et al., 2013). Por otra parte Fiebich y colaboradores en el
2001, observaron que un extracto de harpagofito era capaz de inhibir la sintesis de TNF-a

inducida por LPS en monocitos humanos, debido a que este extracto contiene como
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principio activo iridoides, aminoacidos, acidos fendlicos, flavonoides, heterosidos y
fitosteroles (beta-sitosterol y estigmasterol).

Asi mismo se ha observado la inhibicion de los fitosteroles sobre la produccion de TNF-a
(Pineda et al., 2005). Se han reportado la presencia de estos compuestos en plantas con
propiedades antiinflamatorias como lo observado en Portulaca oleracea L, que
tradicionalmente se ha utilizado debido a sus propiedades antiinflamatorias, debido a la
presencia de compuestos como B-sitosterol y estigmasterol, aislados de las hojas de esta
planta. (Alba-de-Armas et al., 2015).

La presencia de estos compuesto se han observado en los extractos de semillas de girasol
(Helianthus sp.), donde se reportaron diferentes fitoesteroles como campesterol,
estigmasterol, delta-5-avenasterol, delta-7-estigmasterol, detal-7-avenasterol y B-sitosterol
(Ferndndez-Cuesta et al., 2011). Asi mismo se ha observado la actividad de otras moléculas
relacionadas con la actividad antiinflamatorio como flavonoides, cumarinas, saponinas,
terpenoides, alcaloides, lignados y acido tanico (Pefaherrera et al., 2016). Los compuestos
presentes en los extractos pueden ejercer una actividad antiinflamatoria como las
observadas en este estudio con la planta L. racemosa, lo que nos indica el potencial que
tienen estos compuestos como agentes antiinflamatorios. Con base a esto podemos
concluir que en nuestro modelo in vivo de neuroinflamacion de raton se logro observar el
efecto antiinflamatorio del extracto diclorometano-metanol de L. racemosa a través de la
inhibicion en la expresion de la citocina TNF-a, utilizada como marcador neuroinflamatorio

en las células piramidales de la regién CA1 y CA3 del hipocampo de raton.
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12. Conclusiones

13.

La administracién aguda y crénica del LPS no afecta la memoria espacial de los
ratones.

El efecto de dafio cerebral a nivel histolégico fue observado en la region CA1y CA3
del hipocampo de raton con ambas dosis.

Se observo la expresion de TNF-a en la region CAl del hipocampo, de los
organismos tratados con LPS.

El extracto diclorometano-metanol de L. racemosa presentd el efecto
antiinflamatorio a una dosis de 50 mg/kg.

Perspectivas

Aumentar el tiempo de administracién de LPS, para observar el efecto en la pérdida
de memoria espacial.

Evaluar un mayor rango de concentracion del extracto diclorometano-metanol de L.
racemosa.

Purificar el extracto y obtener los derivados de campesterol para su evaluaciéon en
el modelo in vivo.

Realizar un estudio biodirigido que permita identificar los compuestos presentes en
el extracto de L. racemosa responsables del efecto antiinflamatorio en el cerebro de
raton.

Validar el efecto antiinflamatorio del extracto, fracciones activas o compuestos
aislados en otros modelos de neuroinflamacion, en ratones transgénicos (proteina
Tau, B-amiloide y APP).
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14. Anexos
A) Diseccién y Perfusion

Se fijaron de las cuatro extremidades en un soporte.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical.

Se diseccionaron empezando por la parte ventral del cuerpo hasta llegar al corazon,

con ayuda de una navaja y tijeras de diseccion.

Con ayuda de una jeringa se aplicaron 20 pL de EDTA en el ventriculo izquierdo,

posteriormente se cortd la auricula derecha para que empiece el desangrado del

organismo.

Se coloco la solucién salina al 0.9% en el ventriculo izquierdo para comenzar el

lavado y finalmente el paraformaldehido al 10% para fijarlo.

Posteriormente, con ayuda de unas tijeras se decapit6 al organismo y se dejo al descubierto

el cerebro, para seguir con la técnica histolégica, donde se realizaron cortes de las regiones

de hipocampo.

B) Deshidratacion y Fijacién en Parafina

Lavado con agua 100% (para quitar el exceso de formaldehido).

Deshidratacién progresiva
1-etanol al 60% por 30 minutos.
1-etanol al 70% por 30 minutos.

1-etanol al 80% por 30 minutos.

1-etanol al 100% (96) 1°" por 30 minutos.
1-etanol al 100% (96) 2% por 30 minutos.

1-etano absoluto 1°" por 1 hora.
1-etanol absoluto 2% por una hora.
1-etanol: xilol (1:1) por una hora.
1-xilol al 100% 1°" por una hora.
1-xilol al 100% 2% por una hora.
1-parafiana 1°" por una hora.

1-parafina 2% por una hora.
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3. Uso del micrétomo

4-6 pm de espesor del tejido.

Se extienden los cortes con una gota de alcohol.

Se pasan los cortes a bafio de flotacion (agua con gelatina a una
temperatura aproximada de 40-45°C). Esto ayudara a que los cortes
plegados en ondulaciones se estiren en el portaobjetos.

limpiar alrededor para quitar el exceso de gelatina y se dejan secar.

C) Tincion de Hematoxilina—Eosina

1- Etiguetado de laminillas.

2- Desparafinado y rehidratacién de los cortes. Sumergir las laminillas en:

3- Tincién

Xilol por 20 minutos.

Etanol absoluto por 3 minutos, 2 veces.
Etanol de 96° por 3 minutos, 2 veces.
Etanol de 80° por 3 minutos.

Agua destilada, enjuague.

Introducir las laminillas de 3 a 7 minutos en hematoxilna de Harris
(previamente filtrada).

Enjuagar en agua de llave, hasta que los restos queden transparentes.
Sumergir rapidamente en solucién de NH4sOH al 1% (agua amoniacal), y
observar un viraje de color azul morado.

Enjuagar con agua de llave.

Introducir por 1 minuto las laminillas en eosina.

Enjuagar con agua de llave.

4- Deshidratacion

Etanol al 80% por 3 minutos.
Etanol al 100% (96) por 3 minutos, 2 veces.

Etanol absoluto por 3 minutos, 2 veces.

5- Aclaramiento

Etanol-xilol (1:1) por 3 minutos.

Xilol por 3 minutos, 2 veces.
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¢ Montaje con resina. Secar las laminillas con cuidado de no maltratar el tejido,
y agregar una gota de resina, preferencialmente al centro del corte. Colocar
un cubreobjetos y limpiar los excesos con xilol. Dejar secar y observar al

microscopio.

D) Salinizacién de laminillas
1- Sumergir los portaobjetos en una solucion salina de silano (Trimetoxina, sigma
Aldrich R) al 2% en acetona por 6 minutos.
2- Enjuagar por 3 minutos en agua destilada, dos veces.

3- Secar las laminillas, en estufa a 40°C o temperatura ambiente.

E) Técnica de Inmunohistoquimica (IHQ)
Para tejido incluido en parafina (IHQ-P)
1- Etiguetar las laminillas con lapiz de punta diamante.
2- Desparafinar y rehidratar cortes, con pases en etanol y enjuagar con agua destilada.
3- Recuperacién antigénica.
e Colocar las laminillas en kdplins de plastico, con buffer de citrato de sodio +
triton al 0.2% (pH: 6.0).
e Hervir por 1 minuto, en olla de presion.
e Enfriar a temperatura ambiente, o sumergir en agua fria.
e Enjuagar con buffer de fosfato (PBS 0.1M; pH 7.4) por 5 minutos, 2 veces.
4- Eliminacion de la actividad peroxidasa
e Agregar solucién de perdxido de hidrégeno (H202) al 3%, por 10 minutos.
¢ Enjuagar con PBS, 2 veces.
5- Bloqueo de union inespecifica
e Sacudir y secar las laminillas, sin dafiar el tejido y evitando que se seque.
e Marcar el contorno del corte con un lapiz hidrofébico.
e Agregar unas gotas de PBS para enjuagar y colocar 50uL de albumina al 2%
en cada corte.
e Incubar de 20-60 minutos en camara humeda cerrada.

e Enjuagar con PBS.

6- Incubacién con anticuerpo primario

e Sacudir y secar las laminillas, sin dafiar el tejido y evitando que se seque.
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Agregar 50uL del anticuerpo para cada corte.

Colocar en una cAmara humeda cerrada.

Dejar reaccionar minimo por 2 horas a temperatura ambiente, o toda la
noche a 4°.

Enjuagar con PBS.

7- Incubacion con anticuerpo secundario

Sacudir y secar las laminillas, sin dafar el tejido y evitando que se seque.
Agregar 1 gota del anticuerpo marcado con biotina (Biotinylated link: frasco

amarillo; kit Dako) por cada corte.

8- Incubacion con estreptavidina-peroxidasa

Sacudir y secar laminillas, sin dafiar el tejido y evitando que se seque.
Agregar 1 gota de estreptavidina (Streptavidin-HRP; frasco rojo; Kit Dako)
por cada corte.

Colocar en una camara humeda cerrada por 1 hora, a temperatura ambiente.

Enjuagar con PBS.

9- Revelado con diaminobencidina (DAB)

Preparar DAB (diaminobencidina; altamente carcin6gena) en 1 mL de buffer
de cromégeno (incluido en kit Dako).

Agregar 50 pL de la solucién por cada corte y esperar la aparicién de un tono
café claro en los cortes (maximo tiempo de reaccion: 10 minutos).

Enjuagar con PBS.

10- Contratincién con hematoxilina de Harris

Sumergir 3 minutos en hematoxilina de Harris previamente filtrada.
Enjuagar con agua de llave, 3 veces.

Sumergir las laminillas en los siguientes:

Etanol de 96°, por 3 minutos, 2 veces.

Etanol al 100%, 3 minutos, 2 veces.

Etanol-Xilol (1:1), 3 minutos.

Xilol por 10 minutos, 2 veces.
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F) Andlisis estadistico

ANOVA: ANOVA es el acronimo de andlisis de la varianza. Es una prueba estadistica
desarrollada para realizar simultaneamente la comparacion de las medias de mas de dos
poblaciones (Hurtado y Silvente, 2012).

t de Student: La t de Student, se disefidé para examinar las diferencias entre dos muestras
independientes y pequefias que tengan distribucion normal y homogeneidad en sus
varianzas (Sanchez, 2015).

Método de Tukey: Se le conoce como método de la diferencia honestamente significativa,
todas las comparaciones se refieren a una misma diferencia minima, se utiliza un solo valor
con el cual se comparan todos los posibles pares de medias. Numerosos autores coinciden
en afirmar que la prueba es apropiada para realizar comparaciones por pares, por lo que
tiene una gran aceptacion (Cardoso y Veitia, 2008).

Método de Dunnett: Es una prueba para realizar comparaciones planeadas. Se utiliza para
comparar cada grupo con un grupo control. Este procedimiento permite detectar todos los

tratamientos que son tan buenos como el control o mejores que él (Cardoso y Veitia, 2008).
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