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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa caracterizada
principalmente por el deterioro progresivo de la cognicién y cambios en la conducta del
paciente. La EA afecta principalmente a la poblacién mayor de 60 afios que en los ultimos
afios ha tenido un importante crecimiento, por ende, la incidencia es cada vez mayor.
Por esta razén, hoy en dia diferentes investigaciones apuntan a la necesidad de generar
protocolos clinicos validados con un enfoque preventivo para controlar la EA. Entre las
acciones preventivas se ha reportado el uso de nutracéuticos debido a las propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antiagregantes de proteinas patolégicas que poseen las
moléculas bioactivas que estos presentan y los efectos neuroprotectores en el contexto
de la EA. Las moléculas bioactivas sobre las cuales se enfoco este Seminario de Titulo
son la quercetina (Q) y el hidroxitirosol (HT). Bajo este escenario, se propuso que la
accion de Q y HT en combinacién, tiene un efecto neuroprotector actuando sobre la
proteina tau recombinante humana (rhtau-40), siendo esta combinacién un fuerte
candidato nutracéutico ante la busqueda de compuestos preventivos para la EA. Para
comprobar lo anterior, se utilizé un nuevo modelo de dafio celular inducido por la proteina
rhtau-40 fosforilada en células de neuroblastoma humano, SH-SY5Y. Se demostré que
la combinacion Q (1 uM) y HT (1 uM) revierte el dafo celular (10,8%) y la citotoxicidad
(7,8%) inducida por rhtau-40 fosforilada. Ademas, inhibe la agregacion de rhtau-40 en
un 19,3% en un modelo in vitro libre de células, posee actividad antioxidante y es segura
en la linea celular SH-SY5Y, comprobando entonces su efecto neuroprotector. La
combinacion Q mas HT se propone como un fuerte candidato nutracéutico

potencialmente comercial que apunta al tratamiento y prevencién de la EA.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative pathology characterized by progressive
deterioration of cognition and changes in the patient's behavior. AD affects the population
over 60 years of age, which in recent years has had a significant growth, therefore, the
incidence is increasing. For this reason, nowadays different investigations point to the
need to generate validated clinical protocols with a preventive approach to control AD.
Among the preventive actions, the use of nutraceuticals has been reported due to the
anti-inflammatory, antioxidant and antiaggregating properties of the bioactive molecules
they present and their neuroprotective effects in the context of AD. The bioactive
molecules on which this Title Seminar focused are quercetin (Q) and hydroxytyrosol (HT).
Under this scenario, it was proposed that the action of Q and HT in combination, has a
neuroprotective effect acting on the human recombinant tau protein (rhtau-40), being this
combination a strong nutraceutical candidate in the search for preventive compounds for
AD. To evaluate the above, a new model of cell damage induced by phosphorylated
rhtau-40 protein in human neuroblastoma cells, SH-SY5Y, was used. The combination Q
(1 uM) and HT (1 uM) was shown to reverse the cell damage (10.8%) and cytotoxicity
(7.8%) induced by phosphorylated rhtau-40. Moreover, it inhibits rhtau-40 aggregation by
19.3% in a cell-free in vitro model, possesses antioxidant activity and is safe in the SH-
SY5Y cell line, thus proving its neuroprotective effect. The combination Q plus HT is
proposed as a strong potentially commercial nutraceutical candidate targeting the

treatment and prevention of AD.

11
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1. INTRODUCCION

1.1 La enfermedad de Alzheimer

La poblacion de adultos mayores en el mundo actual ha incrementado en los dltimos 50
afios como consecuencia de los importantes avances tecnoldgicos y cientificos que
permiten a las personas prolongar su esperanza de vida. Segun datos de la ONU del
2022, se calcula que en el afio 2050 la poblacién de mas edad alcance los 1600 millones
en 2050 (ONU, 2022). La prolongacion de la vida ha contribuido a la aparicion de
enfermedades relacionadas con la vejez y para las que actualmente no existe cura, entre
ellas la enfermedad de Alzheimer (EA) (Solomon y col., 2014; Guzman-Martinez y col.,

2021a).

La EA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que afecta principalmente a los
adultos mayores y se caracteriza por la pérdida de memoria y las funciones cognitivas.
Actualmente representa un gran desafio para la salud publica («2021 Alzheimer's

disease facts and figures», 2021).

La etiologia de la EA es multifactorial y ain no se conoce completamente. La
acumulacion de agregados de AB y ovillos neurofibrilares (NFTS) en las neuronas son la
causa principal de la enfermedad. Sin embargo, se ha demostrado que la inflamacién
cronica, el estrés oxidativo y la disfunciébn mitocondrial contribuyen al desarrollo y la
progresion de la EA (Maccioni y col., 2009; Huang & Mucke, 2012). Factores genéticos,

como la presencia del alelo APOE €4 también han sido implicados en la patogénesis de

12
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la enfermedad, contribuyendo a un porcentaje minoritario (~1%) dentro de las causas de
la EA (Bertram & Tanzi, 2005; Yamazaki y col., 2019). Algunos de los acontecimientos

fisiopatoldgicos claves de la EA se representan en la Fig. 1.

Funcién y densidad
sinaptica/neuronal

e Deposicion dg AB
(placas neuriticas)

am Activacion de
microglias y astrocitos

e Patologia de tau

chosossccsssssnsacscncscsnsanptNeacaschbaas

(NFTs)
1 | i
Sin . CDR =0 + CDR=0.5 1 2 3
enfermedad ! EA preclinica 3 EA sintomatica
. (~15-20 afios) Comienzo del (~7-10 afios)
deterioro
cognitivo

Figura 1. Cronologia de los principales acontecimientos fisiopatolégicos de la EA
en relacién con la evoluciéon clinica. La fase preclinica prolongada de la EA se
caracteriza por el inicio temprano del depdésito de AB. Al mismo tiempo, se producen
cambios neuroinflamatorios tempranos (como la activacion de la microglia). A esto le
sigue la propagacion de la patologia tau de ovillos neurofibrilares (NFTSs). La disfuncion
sindptica, la pérdida de sinapsis y la neurodegeneracion se acumulan con la propagacion
patolégica de los agregados tau. El inicio y la progresién del deterioro cognitivo se
correlacionan con la acumulacion de tau y la pérdida de volumen del hipocampo, pero
no con la deposicion de amiloide. El inicio y la gravedad de los sintomas clinicos de la

EA pueden estadificarse mediante el uso de la escala Clinical Dementia Rating (CDR),

13
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en la que una puntuacion de 0 indica una cognicion normal y puntuaciones de 0,5, 1, 2
y 3 indican una demencia dudosa, leve, moderada y grave, respectivamente. (Long &

Holtzman, 2019).

Se ha propuesto que las hiperfosforilaciones de la proteina tau son una via comun en la
patogénesis de la EA, en la que se combinan una serie de mecanismos de sefializacion
de factores internos y externos que activan sefiales de dafio a través de una
retroalimentacion positiva, como se propone en la teoria de la neuroinmunomodulacion.
Este fendmeno conlleva a la degeneraciéon neuronal generalizada caracteristica de la EA

(Maccioni y col., 2009; Maccioni y col., 2018).

1.2 La proteinatau y su rol patoldgico en la EA

La proteina tau pertenece a la familia de las proteinas asociadas a microtibulos (MAPS).
Tau es una proteina intracelular altamente soluble que se encuentra en el sistema
nervioso central. En condiciones fisioldgicas, la tau se une y estabiliza a los microtibulos,
permitiendo que las células nerviosas mantengan su estructura y comunicacion nerviosa

adecuada (Weingarten y col., 1975; Arendt y col., 2016).

La proteina tau se compone de una regién amino-terminal (N-terminal) y una region
carboxilo-terminal (C-terminal), que estan unidas por un dominio central que contiene
multiples motivos repetitivos de unién a microtabulos (Morris y col., 2011). Ademas, es
una proteina altamente polimorfica debido a los numerosos eventos de corte y empalme
alternativo que dan lugar a la generacion de multiples isoformas. En humanos, se han

identificado al menos seis isoformas de tau, que varian en tamafio y estructura debido a

14
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la presencia o ausencia de diferentes regiones en el extremo amino-terminal y en el
dominio de unién a microtubulos (Goedert y col., 1989). La isoforma mas comun de tau
en el cerebro humano es la isoforma 4R, compuesta de cuatro repeticiones de dominios
de unién a microtubulos. Sin embargo, también existen otras isoformas de tau, como la
isoforma de 3R, que carece de una repeticion de dominios de union a microtibulos (Gao

y col., 2018).

En los dltimos afios, se ha avanzado significativamente en la comprension de la funcion
de la proteina tau y su papel en la EA. Se ha demostrado que la acumulacion anormal
de tau en las neuronas esta estrechamente relacionada con la pérdida de la funcién

cognitiva y la progresion de la enfermedad (Maeda y col., 2006).

En cuanto a la acumulaciéon anormal de la proteina tau en la EA, corresponde a un
proceso complejo que involucra una serie de eventos postraduccionales, incluyendo
fosforilaciones, glicosilaciones y protedlisis. La proteina tau fosforilada en sitios
especificos es necesaria para su funcion normal, pero en la EA, se produce una
fosforilacion excesiva que altera su estructura proteica y promueve su agregacion en
filamentos helicoidales pareados (PHFs) que finalmente se convierten en NFTs (Fig. 2).
Estos se acumulan principalmente alrededor del soma y en dendritas de las neuronas,
afectando la integridad estructural de los microtabulos y la funcion celular (Goedert,

1993) llevando a una degeneracion de la neurona.

15
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Figura 2. Esquema de la agregacion patolégica de tau en la EA. Imagen

representativa de la diferencia entre condiciones fisioldgicas vs patolégicas del estado

de tau. Las condiciones patolégicas estan dadas por eventos postraduccionales

anteriormente descritos (Farias y col., 2011).

1.2.1 Sitios de fosforilacion patoldgicos de tau

Distintas modificaciones postraduccionales an6malas han sido encontradas en

pacientes con EA, estas corresponden principalmente a fosforilaciones excesivas
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distribuidas heterogéneamente en la secuencia de la proteina tau. Se han predicho mas
de 50 sitios de fosforilacion modificados en la secuencia de aminoacidos de tau, que
incluyen Serina (Ser), Treonina (Thr) y Tirosina (Tyr) (Drepper y col., 2020; Wegmann y
col.,, 2021), los que se representan en la Fig. 3A. Las causas de estas
hiperfosforilaciones alin no se conocen con claridad, pero se presume gue se deben a
una alteracion en el balance de la actividad de quinasas como Gsk-3f y Cdk5 y

fosfatasas como PP1A y PP2A (Baptista y col., 2014).

Se ha demostrado una relacién causal hipotética entre la fosforilacion de tau y la
agregacion patoldgica de tau en el cerebro (Kdpke y col., 1993). Por ende, la bisqueda
de un patron de fosforilacion de tau en la EA 'y la agregacion misma de la proteina a nivel
neuronal puede explorarse con el fin de generar nuevos blancos terapéuticos y apuntar

a la busqueda de nuevos biomarcadores de la enfermedad (Wegmann y col., 2021).

Nuestro laboratorio se ha enfocado en la busqueda constante de nuevas estrategias
terapéuticas y diagndsticas en el contexto de la EA. Bajo este escenario, se utiliza la
proteina tau recombinante humana (rhtau-40) como modelo de estudio. Durante el afio
2022, investigadores del laboratorio identificaron 18 sitios de fosforilacion en la proteina
rhtau-40 mediante espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS Quadrupolo TOF) y
el programa PEAKS Studio X+ para analisis de las fosforilaciones, hallazgo que se
encuentra en proceso de publicacién. Algunos de estos sitios son representados en la

Fig. 3B.
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Figura 3. Sitios de fosforilacién patolégicos reportados en la secuencia de tau. (A)

Sitios de fosforilacion de tau reportados en cerebros de pacientes con EA postmortem

(Wegmann y col., 2021). (B) Sitios de fosforilacion identificados en rhtau-40 (Data no

publicada). llustracion propia modificada de Wegmann y col. (2021). Se representa la

secuencia de la isoforma de tau mas extensa (2N4R) de 441 aminoacidos, en donde los

residuos fosforilados se simbolizan con la letra S (Serina), T (Treonina) e Y (Tirosina).

La isoforma 2N4R contiene dos insertos N-terminales representados en color celeste

(N1 y N2), dos regiones ricas en prolina representadas en color naranjo (P1y P2) y

cuatro repeticiones de union a microtubulos representadas en color verde (R1, R2, R3y

R4). También se identifica el segmento de repeticion R' en el extremo C. NT y CT

corresponden al extremo N-Terminal y C-Terminal de la secuencia respectivamente.

1.3 Terapias y tratamientos contra la EA
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Actualmente existen dos tipos de terapias para tratar la EA: (i) Las terapias monotarget,
que se basan en tratamientos farmacolégicos apuntados a una Unica diana molecular
donde su eficacia y duracion varian entre pacientes (Maccioni y col., 2022). (i) Las
terapias multitarget, enfocadas en mdultiples objetivos biolégicos de la enfermedad,

ofreciendo asi mejoras en la prevencion y tratamiento de la EA (Fig. 4).

Por otra parte, se ha demostrado que las intervenciones no farmacoldgicas, como el
ejercicio fisico, la dieta saludable, el entrenamiento cognitivo y la estimulacion cerebral
no invasiva, pueden mejorar la calidad de vida de los pacientes con EA. Estos enfoques
pueden ayudar a retrasar la progresion de la enfermedad y mejorar la capacidad

funcional de los pacientes (Guzman-Martinez y col., 2021a).
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7 I 1
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Figura 4. Terapias monotarget vs Terapias multitarget contra la Enfermedad de
Alzheimer. Diagrama comparativo de las terapias utilizadas actualmente en la EA.

llustracién propia modificada de Maccioni y col. (2022).

1.3.1 Terapias monotarget

Hoy en dia existen 6 farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration)
que controlan la pérdida de memoria y cognicion caracteristica de la EA. Entre ellos
estan los anticuerpos monoclonales IgG1 anti-AB (Aducanumab y Lecanemab) (Sevigny
y col., 2016; Van Dyck y col., 2023); los inhibidores de colinesterasa dirigidos Unicamente
a mejorar los sintomas cognitivos a través de la potenciacion colinérgica (Donepezilo,
Galantamina y Rivastigmina) (Anand & Singh, 2013); y el antagonista del receptor NMDA
(Memantina) (Winblad y col., 2007) que actua sobre la inhibicién de la excitotoxicidad
mediada por la hiperactivacion de este receptor. En los casos de EA de moderada a
grave, se ha utilizado la combinaciéon de Donepezilo y Memantina para mejorar la

capacidad cognitiva y funcional (Howard y col., 2012).

1.3.2 Terapias multitarget

Como ya se ha discutido anteriormente, la EA posee una naturaleza compleja y
multifactorial, por ende, hoy en dia las investigaciones y la industria farmacéutica se han
enfocado en la busqueda de nuevas terapias contra la enfermedad que actien no en

una unica diana molecular, sino que en multiples objetivos biol6gicos caracteristicos de
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la EA. Las terapias multitarget se han orientado en vias moleculares relacionadas con:
proteinas mal plegadas (AB y tau), la integridad sinaptica, trastornos cognitivos,
autofagia y disfunciones mitocondriales, asi como las respuestas pro y antiinflamatorias
(Van Bulck y col., 2019; Guzman-Martinez y col., 2021a). En este contexto, los alimentos
funcionales y los nutracéuticos han tomado importancia en cuanto a la prevencion y
tratamiento. Los alimentos funcionales se consideran beneficiosos para la salud y estos
pueden ser naturales, como el pescado, las frutas o las verduras, o bien pueden ser
preparaciones especificas, como los prebio6ticos, que pueden ayudar a proteger el
cuerpo contra enfermedades crénicas y trastornos patologicos (Maccioni y col., 2022).
Por otra parte, los nutracéuticos provenientes de la dieta que se han propuesto como
una opcion de tratamiento no farmacoldgico para la enfermedad de Alzheimer debido a
sus propiedades antioxidantes, antiagregantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras

(Calfioy col., 2020).

1.4 Rol de los nutracéuticos en el Alzheimer

Los nutracéuticos se definen como compuestos bioactivos que provienen de la dieta,
gue se presentan en un formato como polvo, capsula, jarabe, etc., y estan en una
concentracion superior a la de un alimento (Maccioni y col., 2022). Se caracterizan por
sus efectos beneficiosos en el organismo debido a sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, entre otras (Calfio y col., 2020). En el contexto del tratamiento y la
prevencion de la EA los nutracéuticos se han propuesto como una terapia multitarget
debido a sus diferentes mecanismos en la salud neuronal debido a propiedades

antiagregantes de proteinas mal plegadas (AR y tau) y neuroprotectoras.
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Las formulas nutracéuticas mas investigadas a través de estudios clinicos en la EA son
Cognitex®, el cual ha demostrado mejoras en la memoria y una mejora en el rendimiento
cognitivo (Prickaerts y col., 2017). Entre sus compuestos bioactivos encontramos L-a-
glicerofosfocolina (GPC), fosfatidilserina (PS) con &cidos grasos omega 3 unidos a su
espina dorsal (PS-omega 3), vinpocetina, uridina-5'-monofosfato (UMP), pregnenolona,
entre otros; y la formula nutracéutica BrainUp-10®, la cual ha demostrado tener efectos
neuroprotectores y antiagregantes de la proteina tau (Cornejo y col., 2011; Calfioy col.,
2020), ademéas de mejorar el malestar neuropsiquiatrico en pacientes con EA (Guzman-
Martinez y col., 2021b). Este nutracéutico contiene vitamina B6, vitamina B12, acido

félico y Shilajit andino en su formulacion.

Son considerados nutracéuticos también, aquellos productos que se enfocan en
aprovechar las propiedades de uno 0 mas compuestos bioactivos presentes en los
alimentos. Algunos de los compuestos bioactivos que han demostrado eficacia en el
contexto de la EA son la curcumina, la cual gracias a sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias ha demostrado que reduce la acumulacién de la proteina beta-amiloide
en el cerebro en modelos animales de la EA (Hamaguchi y col., 2010); el resveratrol,
una fitoalexina que actia en el retraso del deterioro cognitivo en pacientes con EA
(Tosatti y col., 2022); el acido rosmarinico que reduce la agregacion de AR relacionado
con la progresion de la EA (Hase y col., 2019); la quercetina, un flavonol que con sus
acciones antioxidantes protege a las neuronas del dafio oxidativo (Calfio y col., 2020;
Maccioni y col., 2022); la oleuropeina y sus derivados como el hidroxitirosol, que
promueven la autofagia y la eliminacién de agregados involucrados en la EA (Cordero y

col., 2018), entre otros.
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1.4.1 QUERCETINA

La quercetina (Q) es un flavonol presente en alimentos como la cebolla, la manzana, el
perejil, las bayas, entre otros. Corresponde a uno de los compuestos bioactivos mas
consumidos en la dieta diaria y se destaca por ser un fuerte antioxidante otorgando
multiples beneficios en el organismo. La estructura quimica de Q consta de tres anillos:
A, By C. Este ultimo posee un grupo carbonilo en posiciéon 4 y un grupo hidroxilo (OH)
en posicién 3. Se cree que este flavonol puede atravesar la barrera hematoencefalica
dada a su naturaleza lipofilica (Deepika & Maurya, 2022), lo cual es clave en el contexto

de las enfermedades neurodegenerativas.

La Q juega un papel crucial en diferentes vias implicadas en la patogénesis de la EA
gracias a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes vy
neuroprotectoras. Diversos estudios han demostrado los beneficios de Q en un contexto
de terapia multitarget contra la EA. A continuacion, se proporciona un breve resumen de

la accién de Q en distintas vias implicadas en la EA (Fig. 5).

Q vy el estrés oxidativo en la EA

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y los mecanismos de defensa antioxidante del sistema
biol6gico (Betteridge, 2000). Debido a la alta actividad antioxidante de Q atribuida por el
grupo catecol y el grupo OH que presenta, estudios han demostrado que esta molécula

modula vias de sefializacion y expresiones génicas involucradas en el balance del estrés
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oxidativo como ERK1/2, PI3K/Akt, JNK (Zhang y col., 2020).

Otra via en la que se ha demostrado el efecto antioxidante de Q es en la via Nfr2-ARE.
El factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) corresponde a un importante
regulador de la defensa celular contra el estrés oxidativo causado en la EA, en
condiciones fisiologicas, Nrf2 se une a los elementos de respuesta antioxidante (ARE)
promoviendo la transcripcién de una amplia gama de genes involucrados en la respuesta
antioxidante (Gan & Johnson, 2014). Investigaciones, han demostrado que la
administracion de Q (25 uM) activa la via Nrf2-ARE disminuyendo asi el estrés oxidativo

(Arredondo y col., 2010; Costa y col., 2016).

Q y los agregados AB en la EA

Investigaciones han demostrado que flavonoles, como el compuesto Q, regulan la
expresion de la enzima [B-secretasa-1 (BACE-1) al interactuar con el factor de
transcripcion NF-kB inhibiendo la formacién de oligémeros de AB en células SH-SY5Y
(Parisy col., 2011; Khan y col., 2019). En la EA, la subunidad p65 de NF-kB se une a los
elementos kB en el promotor de BACE-1 induciendo la expresion de esta enzima (Chen
y col., 2012). BACE-1, junto con la enzima y-secretasa, desempefia un papel clave en la
escision de la proteina precursora amiloide (APP) a través de la via amiloidogénica, lo
que conduce a la formacion y liberacion de péptidos AB al medio extracelular (Hampel y

col., 2021).

Q y agregados de tau en la EA

24



ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

En cuanto a la relacion de la Q y la hiperfosforilacion de tau, un estudio demostré que el
pretratamiento con Q en una linea celular de neuronas hipocampales de raton, HT22,
inhibe la hiperfosforilacion de tau posiblemente por la inhibicién de la actividad de Cdks5,

guinasa que fosforila tau (Sheny col., 2018; Calfio y col., 2020).

La Q es un nutracéutico que ha mostrado efectos prometedores en la prevencion y el
tratamiento de la EA tanto en estudios en animales como en células humanas cultivadas
en el laboratorio catalogandolo como opcién terapéutica complementaria a los

tratamientos convencionales.
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Figura 5. Mecanismo de accién de Q en el contexto de la EA. Vias relacionadas con

la enfermedad de Alzheimer en las cuales participa la Q. PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa;
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AKT: proteina quinasa B; ERK1/2: quinasa regulada por sefales extracelulares; JNK:
quinasa c-Jun N-terminal; Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2;
ARE: elemento de respuesta antioxidante; NF-kB: factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas; Cdk5: Quinasa dependiente de ciclina

5. llustracién propia modificada de Maccioni y col. (2022).

1.4.2 HIDROXITIROSOL

El hidroxitirosol (HT) es un polifenol presente en la fraccion soluble del aceite de oliva
extra virgen y en las hojas de olivo. Su estructura quimica consta de un grupo catecol
gue cuenta con dos grupos hidroxilos adyacentes en posicion orto y se caracteriza por
ser uno de los antioxidantes naturales mas potentes (Pérez-Bonilla y col., 2014). Al igual
que la Q, las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del HT sitian a este
compuesto como un fuerte candidato en la terapia de la EA, su papel se ha estudiado en
diferentes vias relacionadas con la patogénesis de la enfermedad. A continuacion, se
presenta un breve resumen de la participacion de HT en distintas vias que se relacionan

con los eventos patolégicos caracteristicos de la EA (Fig. 6).

HT y el estrés oxidativo en la EA

Un estudio demostré que el HT activa la via de sefalizacién Nrf-ARE que conlleva a la
produccion de glutation (GSH), principal antioxidante bioldgico en el organismo (Zou y
col., 2012). Lo anterior podria relacionarse a la accion del HT como regulador del estrés

oxidativo en la EA, pese a que no hay una relacion directa entre este compuesto y su rol
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antioxidante en la enfermedad.

HT y la autofagia en la EA

Se ha demostrado que el HT participa indirectamente en el aumento de la transcripcion
del Sequestoma 1 (SQTM1/p62) induciendo la activacion de la autofagia en condrocitos
(C-28/12) bajo estrés oxidativo (Cetrullo y col., 2016). La autofagia se define como el
proceso que mantiene la homeostasis celular a través de la eliminacién y el reciclaje de
macromoléculas mediante autofagosomas (Komatsu & Ichimura, 2010). SQTM1/p62
corresponde a una proteina de andamio que ancla las proteinas ubiquitinadas a la
membrana del autofagosoma promoviendo la degradacién de moléculas no deseadas
(May col., 2019) como agregados AB y NFTs. De acuerdo con lo anterior, el HT podria

participar en procesos de autofagia relacionados con la patogénesis de la EA.

HT y los agregados AB en la EA

La administracion de HT (100 mM) disminuye la toxicidad causada por agregados AR en
células SH-SY5Y (Leriy col., 2019). En este mismo contexto, se ha demostrado que la
administracién de HT (50 pM) en lineas celulares de neuroblastoma de ratébn N2a
disminuye la muerte celular provocada por agregados de AR mediante una disminucion

de la expresion de NF-kB (St-Laurent-Thibault y col., 2011).

HT y la disfuncion mitocondrial en la EA

El déficit energético mitocondrial es una disfuncion intracelular compartida por muchos
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trastornos neurodegenerativos, entre ellos la EA. Se ha demostrado que el HT aumenta
la formacién de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial) seguido de una mayor
fusién mitocondrial y, ademas, aumenta la concentracién de ATP en un modelo celular
de disfuncion mitocondrial en células 7PA2 (Visioli y col., 2020). Esta evidencia sugiere
que el HT podria revertir el desbalance energético en la disfuncion mitocondrial

relacionada con la EA.

HT y agregados de tau en la EA

El HT y su precursor oleuropeina han demostrado un efecto inhibidor en la agregacion
de la proteina tau en un modelo in vitro libre de células (Daccache y col., 2011). Ademas,
un extracto acuoso de oliva enriguecido en 40-50% de HT (Hidrox ®), disminuye la

expresion phospho-tau en hipocampo de ratas (Cordaro y col., 2021).

Por otra parte, un ensayo clinico en curso (NCT:04440020) con 100 pacientes entre 55
a 85 afios se evallan los efectos de la administracion de HT en pacientes con alteraciéon
cognitiva diagnosticada, incluyendo pérdida de memoria y demencia. Este estudio
incluye andlisis cognitivos, de neuroimagen y medicion de varios marcadores de

neurodegeneracion para determinar el rol neuroprotector del HT (Silva y col., 2021).

De acuerdo con todo lo anterior, se evidencia que este compuesto bioactivo ha sido

objeto de estudio a nivel general en el contexto de EA, pero no se ha especificado

mayormente las vias de sefializacion y mecanismos involucrados.
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Figura 6. Mecanismo de accion de HT en el contexto de la EA. Diagrama unificado
basado en estudios que involucran la accion de HT en diferentes vias relacionadas con
la enfermedad de Alzheimer. SQTM1/ p62: sequestosoma 1; Nrf2: factor nuclear
eritroide 2 relacionado con el factor 2; ARE: elemento de respuesta antioxidante; NF-kB:

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.

Basado en las propiedades descritas de los compuestos bioactivos HT y Q, resulta
interesante investigar como la combinacion de estos compuestos podria potenciarse en
relacion con sus efectos individuales y, de esta manera, desarrollar un nuevo

nutraceutico neuroprotector para la EA con accion multitarget.
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1.5 Hipotesis

La combinacién de quercetina e hidroxitirosol ejerce un efecto neuroprotector al disminuir
la agregacion y el dafio celular inducido por la proteina rhtau-40 en la linea celular de

neuroblastoma humano SH-SY5Y.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar la accién antiagregante y neuroprotectora de la combinacion de quercetina (Q)

e hidroxitirosol (HT) en el dafio celular inducido por la proteina tau recombinante humana

(rhtau-40) en la linea celular SH-SY5Y.

1.6.2 Objetivos especificos (OE)

OEZ1: Determinar el efecto de la combinacion de Q mas HT sobre la agregacion

de rhtau-40 en un ensayo in vitro libre de células.

OEZ2: Establecer un modelo de dafio celular inducido por la proteina rhtau-40

fosforilada en la linea celular SH-SY5Y.

OE3: Evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion de Q mas HT en el

modelo de dafio celular inducido por la proteina rhtau-40 fosforilada en células SH-SY5Y.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Expresion y purificacion de rhtau-40

La secuencia de htaud0 (isoforma 2N4R) fue gentilmente donada por el Dr. Eckard
Mandelkow (Hamburgo, Alemania). Este fragmento se cloné en un vector pET-282
(Novagen) para producir una proteina marcada con histidina. La proteina htau40 se
expres6 en la cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) (ThermoFisher), utilizada
ampliamente para la produccién de proteinas recombinantes. Esta colonia creci6é a 37°C
en medio LB suplementado con 30 pg/mL de kanamicina hasta que alcanzé una
densidad 6ptica (OD) adecuada de 0,6. Luego, esta colonia fue inducida con 1 mM de
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG, US Biological Life Sciences) durante 2.30 h
aproximadamente. Transcurridas las 2.30 h, el caldo que contenia la bacteria se

centrifugd a 13.500xg en ciclos de 5 min a 25°C obteniéndose un pellet.

El pellet obtenido anteriormente fue tratado con 10 mL de buffer de extraccién, y
posteriormente se centrifugd durante 30 min a 13.500xg en una temperatura de 4°C.
Se recolectd la fraccidén soluble y se dej6é agitando durante 2 h con 3,5 mL de resina
(Ni-Sepharose, Cytiva) previamente ambientada y lavada con Buffer de union

(preparacion de: NaxH-PO, 20 mM, Imidazol 20 mM, NaCl 500 mM).

La solucion se sometié a cromatografia en columna de exclusibn molecular para
separar las proteinas unidas a ella. Las proteinas fueron eluidas utilizando un buffer de
elucion (preparacion de: NaxH.PO4 20 mM, Imidazol 200 mM, NaCl 500 mM), y se

recolectaron en cuatro fracciones de aproximadamente 2 mL cada una. Mediante SDS-

31



ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

PAGE al 10%, se analizaron las fracciones que contenian la proteina htau40 y
posteriormente estas se sometieron a dialisis durante toda la noche. Para esto se utilizd
un buffer de Dialisis pH 7,2 (preparacién: Na;H.PO4, 20 mM y NaCl 500 mM) que,
mediante difusion simple, quitaba el imidazol contenido en las fracciones. Finalmente,
se obtuvo la proteina purificada, cuya concentracion se cuantifico utilizando un

espectrofotometro NanoDrop.

2.2 Agregacion de rhtau-40 in vitro libre de células

Para formar agregados de la proteina tau previamente purificada se siguio el protocolo
descrito por Friedhoff y col. (1998) en donde la htau40 se agrega en presencia del
inductor polianiénico heparina (Sigma-Aldrich) en una relacion 4:1 proteina-inductor.
Para esto se mezclé 70,1 pug/mL (50 uM) de htaud40 y 12,5 uM de heparina en una
solucion de 100 yL PBS 1x. Ya realizada esta mezcla se dej6 incubando a 37°C en
agitacion constante durante 20 h. Como control negativo se utilizé la proteina en

ausencia de heparina.

La agregacion se capté mediante el método de fluorescencia con Tioflavina S (ThS,
Sigma-Aldrich) segun Friedhoff y col. (1998) con algunas modificaciones. La ThS
corresponde a una sonda fluorescente que se une a las estructuras de sabana-f3
formadas, por ende, corresponde a una forma indirecta de medicién del nivel de
agregacion de la proteina rhtau-40. Transcurridas las 20 h se agreg6 6,25 uM de ThS
a la mezcla de agregacion y se dejé incubando durante 1 h en agitacion y protegida de
la luz. Transcurrido este tiempo, se cuantificd la fluorescencia en un lector de

microplacas Infinite M Nano (TECAN) configurado con una excitacion a 440 nm y
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emisiéon a 508 nm.

2.3 Inhibicién de la agregacion de rhtau-40 por Q més HT

En esta seccion se utilizaron los compuestos puros Q 295% (HPLC, Sigma-Aldrich) y HT
298% (HPLC, Sigma-Aldrich). Q fue disuelta en DMSO (Merck Millipore) y preparada en
un stock de 6.620 uM, mientras que HT se disolvidé en agua milliQ en una concentracion
stock de 40.542,3 uM. Se generaron alicuotas de 50 uL para cada compuesto que se

conservaron a -20°C.

Se realizaron diluciones seriadas de HT desde 300 puM hastal nM. En el caso de Q, se
prepar6 una concentracién Unica de 1 uM y 10 uM. Posteriormente, se prepararon las
diluciones de la combinacion de Q mas HT para evaluar su efecto en la agregacion de
rhtau-40. Luego, se co-aplicaron en la mezcla de agregacion con rhtau-40, heparina y
PBS 1x segun lo descrito anteriormente. Como controles del ensayo se utilizaron: la
combinacién con las concentraciones mas altas de los compuestos puros en ausencia
de tau y heparina, heparina sola, rhtau-40 en ausencia de heparina y rhtau-40 con

heparina como control positivo de la agregacion.

El efecto de las combinaciones sobre la agregacion de rhtau-40 se determiné mediante
ThS (6,25 pM) luego de 20 h de incubacion. Tras 1 h de incubacion con ThS en agitacion
constante a 37°C, se cuantificd la fluorescencia en un lector de microplacas con

excitacion a 440 nm y emision a 508 nm.
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2.4 Estandarizacién y establecimiento de un modelo de dafio celular inducido por

rhtau-40 fosforilada en la linea celular SH-SY5Y

Durante el desarrollo de este trabajo se establecié un nuevo modelo de dafo celular
inducido por la adicion de rhtau-40 fosforilada en la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y (CellZion, AddexBio: C0005004, ATCC: CRL-2266). EI
establecimiento de este modelo deriva del descubrimiento de nuestro laboratorio en el
cual se identificaron sitios de fosforilacion en la proteina rhtau-40 mediante
espectrometria de masas en tdndem (LC-MS/MS Quadrupolo TOF) y el programa

PEAKS Studio X+ para andlisis de las fosforilaciones.

Las células se mantuvieron en placas de 100 mm con medio MEM/F12 (MEM/EBSS
con Glutamina (HyClone) y Ham’s F-12 (Gibco) en relacion 1:1) suplementado con
suero fetal bovino (FBS, Gibco) al 10% y con una solucion de Penicilina/Estreptomicina
100x (Corning) al 1%. Cabe destacar que, para realizar los experimentos

posteriormente mencionados, se cultivaron células en placas de 96 pocillos.

Ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad

Para el establecimiento del modelo de dafio celular, en primer lugar, se evalud la
viabilidad de las células SH-SY5Y tratadas con diferentes concentraciones de rhtau-40
(0, 7, 14, 21 y 28 pg/mL) durante 24 h. Transcurrida la incubacion, se afiadieron 20 uL
de una solucién de 12 mM de MTT (M6494, Invitrogen) a las diferentes condiciones de
tratamiento, la mezcla se incubé a 37°C por 4 h aproximadamente. Luego, se retiro la
solucién de medio mas MTT quedando el formazéan en el fondo. El formazan se disolvié

en una solucion de 100 uL de isopropanol (MilliporeSigma) mas SDS (Merck Millipore)
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al 3% y se cuantificé la absorbancia a 550 nm en un lector de microplacas.
Complementario a este ensayo, se utilizé el kit LDH CyQUANT™ (C20300, Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante, el cual determina la citotoxicidad de las
células. De este modo, se obtuvo la viabilidad celular y citotoxicidad inducida por las

diferentes concentraciones de rhtau-40 fosforilada en células SH-SY5Y.

Extraccion de proteinas y Dot Blot

Para complementar este modelo, se analizd el reconocimiento de la proteina rhtau-40
por un anticuerpo monoclonal que reconoce sitios de fosforilacion en tau. Se utilizo6 el
anticuerpo monoclonal phospho-taul81 (MN1050, ThermoFisher), el cual reconoce
especificamente el sitio fosforilado Treoninal81 en tau. Como primera etapa, se realizé
una extraccion de proteinas totales de células SH-SY5Y. Para esto las células se
trataron durante 24 h con 14 ug/mL (concentracion que genera un mayor dafio en
células) de rhtau-40 y otras se mantuvieron sin tratamientos como condicién control.
Transcurridas este tiempo, las células se lavaron con PBS 1x frio durante 5 min y luego
se les afadi6 una solucion de buffer RIPA 10x (5 mM Tris-HCI pH 7,5; 1,5 mM NacCl,
NP-40 10%, deoxicolato de sodio 10%, 20 mM EDTA, 500 mM NaF y SDS 1%) junto
con inhibidor de proteasas 10 x (Roche), PMSF 100 mM (Thermo Scientific) y agua
destilada filtrada. Posteriormente se utilizaron scrappers para la recogida mecanica de
las células adheridas. Una vez recolectadas las muestras en tubos de ensayo, estas se
dejaron en hielo durante 10 min para luego ser centrifugadas a 14.000g por 20 min.
Una vez terminada la centrifugacion de las muestras, se recolect6 el sobrenadante en
tubos de ensayo y se guardaron a -20°C hasta su cuantificacion y uso en ensayos de

Dot Blot.
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Se realizdé un ensayo de Dot Blot para determinar el reconocimiento del anticuerpo
ptaul81l en células tratadas con rhtau-40 (14 pg/mL), células sin tratamientos, y en la
proteina rhtau-40 purificada (libre de células). Para esto, se sensibilizaron tres
membranas de nitrocelulosa con un buffer de transferencia por 30 min. Luego, cada
membrana se incub6 con 4 ug de extracto de proteinas totales tratadas 14 ug/mL de
rhtau-40 (14 pg/mL), 4 pug de extracto de proteinas totales de células control sin
tratamiento y 1 ug de proteina rhtau-40 purificada (libre de células), respectivamente.
Posteriormente, las membranas se bloquearon con una soluciéon de TBS 1X-BSA 5%
por 1 h atemperatura ambiente en agitacion. Después, se incubé el anticuerpo primario
ptaul8l-mouse (1:750) durante 2 h en agitacibn a 37°C. Luego, se lavaron las
membranas con TBST-20 0,1% y se incubaron con el anticuerpo secundario HRP anti-
mouse (1:7.000) por 1 h a temperatura ambiente en constante agitacion. Finalmente se
lavaron con TBS Tween-20 0,1% Yy se revelaron con el kit SuperSignal™ West Femto

(34095, Thermo Scientific) segun instrucciones del fabricante.

2.5 Evaluacion del efecto de la combinacién Q mas HT en la viabilidad celular de

SH-SY5Y

Para determinar la viabilidad celular de los compuestos Q y HT en SH-SY5Y, se
cultivaron 40.000 células en placas de 96 pocillos. Estas se mantuvieron con una

solucion de 200 uL MEM/F12, FBS 10% y Antibiético al 1%.

En estos ensayos fueron probadas las combinaciones de Q (1 pM y/o 10 pM) y HT (1

nM hasta 300 uM). Este disefio experimental también incluy6 los compuestos por si
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solos en las células, controles con los vehiculos de cada uno (PBS 1x y H.O milliQ),
SDS 10% como control de muerte celular y células sin tratar. Se definieron 3 réplicas
por cada ensayo independiente. El tratamiento se dejé en incubacién durante 24 h a
37°C con 5% de CO.. Después del periodo de incubacion, se evalud la viabilidad celular
de SH-SY5Y en presencia de los compuestos utilizando el método colorimétrico MTT
descrito anteriormente. Mediante un lector de microplacas Infinite M Nano (TECAN) se
cuantificé la absorbancia a 550 nm. Los resultados se normalizaron con respecto a un

100% de viabilidad en células sin tratamientos.

2.6 Evaluacion del efecto neuroprotector de lacombinacién Q méas HT en el modelo

de dafio celular inducido por la proteina rhtau-40

Viabilidad celular y citotoxicidad en células SH-SY5Y

Para evaluar el efecto neuroprotector de las diferentes combinaciones de Q y HT sobre
el dafio inducido por rhtau-40 (14 pg/mL) en células SH-SY5Y, los compuestos se co-
aplicaron en presencia de rhtau-40 (14 pg/mL). Este disefio experimental también
incluyé como controles: las distintas combinaciones de los compuestos Q més HT en
ausencia de rhtau-40, SDS 10% como control de muerte celular y células sin tratar. Se

realizaron entre 4 a 5 ensayos independientes con 3 réplicas intraensayo.

Luego de 24 h de incubacién de las combinaciones (Q méas HT) en co-aplicacién con
rhtau-40, se determiné la viabilidad celular mediante el método de MTT descrito
anteriormente. Cabe destacar que el efecto de la combinacion en células SH-SY5Y

dafiadas con rhtau-40 también se evalud con el kit LDH siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Este método se utilizé tan solo para la combinacion de Q (1 uM) mas HT (1

MM).

Inmunofluorescencia y microscopia confocal
Para profundizar en el efecto neuroprotector de la combinacion de Q mas HT en células
SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 fosforilada, se evaluo la sefial del anticuerpo

monoclonal phospho-taul81 mediante inmunofluorescencia.

Como primera etapa, se ftrataron las células SH-SY5Y especificamente con la
combinacién Q (1 uM) mas HT (1 uM) en presencia de rhtau-40 (14 pg/mL) durante 24
h en duplicado. En este ensayo se incluyeron ademas los siguientes controles: células
sin tratamiento, células tratadas solo con rhtau-40 y células tratadas solo con la
combinacién Q (1 yM) mas HT (1 uM) en ausencia de rhtau-40. Transcurridas las 24 h
de incubacion, las células se lavaron con PBS 1x y se fijaron con una soluciéon de PFA
4% + sacarosa 4% en PBS 1x durante 30 min a 37°C. Después, se lavaron tres veces
con PBS 1x por 5 min a temperatura ambiente y se permeabilizaron con Triton 0,1%-
PBS 1x durante 5 min. Las células se bloquearon con una soluciéon de BSA 5%-PBS 1x
a temperatura ambiente durante 1 h, y luego se incub6 con el anticuerpo ptaul81

(2:200) en una solucion de BSA 1%-PBS 1x durante toda la noche a 4°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron las células con PBS 1x por 5 miny se
incubo con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (1:600) (A11001,
Invitrogen) en una solucién de BSA 1%-PBS 1x durante 45 min. Las células se lavaron
nuevamente con PBS 1x durante 5 min y se incubaron con DAPI 3 uM (ThermoFisher)

durante 15 min para identificar el nacleo. Se realizaron los ultimos tres lavados con PBS
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1x por 5 min y se montaron los covers en portaobjetos con Fluorsave (MilliporeSigma).
Las muestras fijadas se dejaron secar a temperatura ambiente y fueron protegidas de
la luz durante 20 min hasta que el Fluorsave se solidificara. Finalmente, las muestras

se conservaron a -20°C hasta su analisis por microscopia confocal.

Las imagenes de inmunofluorescencia fueron capturadas con el software ZEN

incorporado en el microscopio confocal de barrido laser 710 Carl-Zeiss.

2.7 Andlisis Estadistico

Los andlisis estadisticos presentados en este Seminario de Titulo fueron realizados con
el programa GraphPad Prism 8 aplicando la prueba t-student. En las gréficas se
representa cada valor como promedio entre ensayos independientes con un tamafio
muestral entre 3 a 5 + la desviacion estandar. Aquellos valores con un p<0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

En cuanto al andlisis de imagenes de inmunofluorescencia se utiliz6 el programa

ImageJ.
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3. RESULTADOS

3.1 Las combinaciones de Q méas HT inhiben en su mayoriala agregacion de rhtau-

40 en un modelo in vitro libre de células

Para determinar el efecto de las diferentes combinaciones de Q mas HT en la
agregacion de rhtau-40, se co-aplicaron los compuestos en presencia de rhtau-40
agregada por el inductor heparina durante 20 h. La agregacién de rhtau-40 junto con
los compuestos fue monitoreada por la fluorescencia de ThS, la cual corresponde a una
sonda fluorescente que se une a las estructuras de sabana [ en la proteina tau
agregada. En este estudio, el 100% de agregacién se determind respecto a la
fluorescencia neta entregada por la proteina rhtau-40 mas el inductor heparina. En
relacién con lo anterior, los compuestos en presencia de la proteina agregada se

evaluaron con respecto a este 100% de agregacion.

Previo a la evaluacion de las combinaciones, se determiné el efecto individual de los
compuestos Q y HT sobre la agregacion de rhtau-40. A diferencia de HT, Q inhibe la
agregacion de tau de manera concentracion-dependiente, es decir, que a medida que
aumenta la concentracion de Q, mayor es el porcentaje de inhibicién de agregacién de
rhtau-40 (Fig. 7A). En cuanto a las combinaciones, se evidencié que aquellas que
contienen bajas concentraciones de HT (1 nM hasta 1 uM) inhiben entre 12,9% hasta
un 31,6% la agregacion de rhtau-40 (Fig. 7B-C), mientras que las combinaciones con
concentraciones mayores de HT (10, 100 y 300 yM) incrementan la agregacion por

sobre el 100%.

40



ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

Al comparar las diferentes curvas de las combinaciones (Fig. 7B-C) se observa que las

combinaciones de Q (10 pM) méas HT (1 nM - 300 uM) presentan un mayor porcentaje

de inhibicion respecto a Q (1 yM) mas HT (1 nM - 300 uM).
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Figura 7. Determinacion del efecto de Q y HT en la agregacién de rhtau-40 in vitro

libre de células. (A) Curva concentracion respuesta del efecto antiagregante inducido

de forma individual por los compuestos Q y HT (n=3). (B) Curva concentracion

respuesta del efecto antiagregante inducido por las diferentes combinaciones de Q (1

UM) mas HT (1 nM - 300 uM) (n=3). (C) Curva concentracion respuesta del efecto
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antiagregante inducido por las diferentes combinaciones de Q (10 uM) mas HT (1 nM -
300 yM) (n=3). Cada punto en la grafica representa el valor promedio + la desviacion

estandar.

3.2 Establecimiento de un nuevo modelo de dafio celular inducido por la proteina

rhtau-40 fosforilada en células SH-SY5Y

Agregacion de rhtau-40 de manera concentracion-dependiente en un modelo in vitro

libre de células

De acuerdo con los antecedentes de nuestro laboratorio en el que se identificé que la
proteina rhtau-40 se encuentra fosforilada, se compar6 la fluorescencia de diferentes
concentraciones de rhtau-40 respecto a esta proteina agregada por el inductor
heparina. Para ensayo, se utilizé nuevamente la sonda ThS que se une a las estructuras
de sabana (3 en la proteina tau agregada, por lo que mientras mayor fluorescencia (UA)
se presente, mayor serd el nivel de agregacion de rhtau-40. En este ensayo se observo
el incremento en la fluorescencia neta de ThS de manera concentracion-dependiente.
Al comparar estos resultados con rhtau-40 mas heparina, se observé una mayor
fluorescencia neta respecto a rhtau-40 sin heparina. Si bien este aumento es al menos
2 veces mayor (Fig. 8), complementa la idea de que los sitios de fosforilacion de rhtau-

40 podrian provocar su agregacion.
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Figura 8. Evaluacion de lafluorescencianetade ThS adiferentes concentraciones
de rhtau-40 en un ensayo in vitro libre de células. La proteina rhtau-40 en ausencia
del inductor de agregacion heparina incrementa la fluorescencia neta de ThS de manera
concentracion-dependiente. rhtau-40 7 a 28 pg/mL (n=5), rhtau-40 70,1 pg/mL en

ausencia y presencia de heparina (n=2).

El tratamiento con rhtau-40 fosforilada en células SH-SH5Y induce dario celular

Posterior a la determinacion del incremento de la fluorescencia de rhtau-40 de manera
concentracion-dependiente, se evalué6 el efecto de estas mismas concentraciones (O,
7,14, 21y 28 pyg/mL) en la viabilidad de las células SH-SY5Y. Las células se trataron
durante 24 con las diferentes concentraciones de rhtau-40. Transcurrido este tiempo,
se afiadié una solucion de MTT. Este corresponde a un tetrazol de color amarillo que
al reducirse se convierte en su producto insoluble formazan de color parpura. La
reduccion del MTT estad dada por enzimas que se encuentran tan solo en células
viables, por ende, este ensayo entrega de manera indirecta la viabilidad de las células

tras el tratamiento. Se demostré6 que las diferentes concentraciones de rhtau-40
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disminuyen significativamente la viabilidad en células SH-SY5Y. Sin embargo, 14
pg/mL de rhtau-40 es la concentracion que induce la mayor disminucion en la viabilidad
de las células SH-SY5Y (73,6%, Fig. 9A). Complementario a los ensayos de viabilidad
celular por MTT, se evalu6 el porcentaje de citotoxicidad de estas mismas
concentraciones en ensayos de LDH durante 24 h. Este ensayo utiliza la actividad
enzimatica de la lactato deshidrogenasa (LDH) como marcador citotdxico, encima
liberada al medio extracelular cuando las células se encuentran dafiadas o muertas por
factores internos o externos. En este ensayo, al igual que en MTT, se demostré que 14
pMg/mL de rhtau-40 induce un efecto citotdxico significativo en las células SH-SY5Y
(10,8%, Fig. 9B). De acuerdo con estos resultados, se establecié como modelo de dafio
celular el tratamiento con 14 ug/mL de rhtau-40 (en ausencia de un inductor) en células

SH-SY5Y.

>
w

> 120 201
[Te]
> * * S *
® 100 pesen m . 5 A
5 o - 15+
(%) dekk A—|—A UI')
3 80 o, c
E @ A
E i B 104 A
3 90 g n
o 2 [ ) v
e X
s 40+ S L
= S 5 L A .
g 204 O i
> 8
N [
0 1 ) ) I ) 0 I 1 I I I
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
rhtau-40 [pg/mL] rhau-40 [pg/mL]

Figura 9. Evaluacion del efecto de rhtau-40 en la viabilidad celular de SH-SY5Y.
(A) Ensayos de viabilidad celular por MTT en células SH-SY5Y luego del tratamiento
con diferentes concentraciones de rhtau-40 (n=5). (B) Ensayos de citotoxicidad por LDH

de las diferentes concentraciones de rhtau-40 en células SH-SY5Y (n=5). Las barras
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representan el valor promedio + la desviacion estandar. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001.

El anticuerpo ptaul81 reconoce la proteina rhtau-40 fosforilada

De acuerdo con los antecedes sobre los sitios de fosforilacion en rhtau-40, se utilizo el
anticuerpo monoclonal anti-ptaul81 para determinar el reconocimiento de la proteina
rhtau-40 fosforilada tanto en muestras solo con la proteina purificada como en células
SH-SYSY tratadas con rhtau-40. Este anticuerpo es ampliamente utilizado para el
reconocimiento de la proteina tau fosforilada en muestras biol6gicas. Para esto se
realizé un ensayo de dot blot el cual demostrd que el anticuerpo monoclonal ptaul81
reconoce la proteina rhtau-40 fosforilada tanto en muestras solo con la proteina
purificada (libre de células) como en células SH-SY5Y tratadas con de rhtau-40 (14
pMg/mL) como se muestra en la Fig. 10. Es importante sefialar que muestras de células

control (sin tratamiento) no fueron reconocidas por este anticuerpo.

ptaul8l
B i o
. Ir' -‘!‘:‘.- . e
Control +T14 rhtau-40

Figura 10. Reconocimiento de la proteina rhtau-40 fosforilada por el anticuerpo
ptaul81l. Dot blot del reconocimiento de la proteina rhtau-40 fosforilada por el anticuerpo

ptaul81l. Control SH-SY5Y: proteinas totales de células sin tratamientos; +T14:
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proteinas totales de células tratadas con rhtau-40 (14 pg/mL) durante 24 h; rhtau-40:

proteina rhtau-40 purificada.

3.3 Efecto neuroprotector de la combinacion de Q mas HT en células SH-SY5Y

tratadas con la proteina rhtau-40

Las combinaciones de Q mas HT no afectan la viabilidad de las células SH-SY5Y

Primero se realizaron ensayos de reduccion de MTT para evaluar la viabilidad de las
células tratadas solo con las combinaciones de Q mas HT. Las combinaciones de los
compuestos Q mas HT demuestran ser seguras para la linea celular de neuroblastoma
(89-100% de viabilidad), a excepcion de las combinaciones con concentraciones mas
altas de HT (10 y 300 uM) que muestran una disminucion significativa de la viabilidad
(Fig. 11A-B, p<0,05). Es importante sefialar que la combinacién con HT 100 yM

provoca al menos un 20% de disminucidn de la viabilidad, pero no es estadisticamente

significativo.
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Figura 11. Determinacién de la viabilidad celular en lalinea de neuroblastoma SH-
SY5Y tratadas solo con Q mas HT. (A) Viabilidad de las células SH-SY5Y tratadas
con las diferentes combinaciones de HT con Q (1 uM) (n=4). (B) Viabilidad de las
células SH-SYS5Y tratadas con las diferentes combinaciones de HT con Q (10 uM) (n=5),
excepto la combinacion con HT 10 uM y el vehiculo (n=4). Las barras representan el
valor promedio * la desviacion estandar. El vehiculo corresponde a la combinacién de

los solventes de Q 'y HT respectivamente. *p<0,05 vy **p<0,01.

Las combinaciones de Q mas HT revierten el dafio celular inducido por rhtau-40 en

células SH-SY5Y

Se determind el efecto de las diferentes combinaciones de Q mas HT en la viabilidad
de las células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 fosforilada (14 ug/mL) mediante ensayos
de MTT, de acuerdo con el modelo de dafio establecido previamente. Se demostr6 que
las combinaciones de los compuestos Q mas HT revierten en un 2,7%-14,5% el dafio
celular inducido por la proteina rhtau-40, a excepcion de aquellas combinaciones con
altas concentraciones de HT (>100 pM) (Fig. 12A-B). Especificamente, las
combinaciones que revierten el dafio de manera estadisticamente significativa son: Q
(2 uM) més HT (1 pM) (10,8%, p<0,05) y Q (1 uM) més HT (1 nM) (11 %, p<0,05). Si
bien existe una reversion del dafio inducido por la proteina rhtau-40 cuando los
compuestos Q y HT son co-aplicados, esta viabilidad celular es menor que la viabilidad
de las células tratadas solo con los compuestos combinados en ausencia de rhtau-40

(Fig. 12C-D).
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Figura 12. Evaluacion del efecto de las distintas combinaciones de Q mas HT en
la viabilidad de las células SH-SY5Y tratadas con la proteina rhtau-40 fosforilada.
(A) Efecto de las diferentes combinaciones de Q (1 uM) méas HT en la viabilidad de las
células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 (14 pg/mL) (n=5). (B) Efecto de las diferentes
combinaciones de Q (10 uM) mas HT en la viabilidad de las células SH-SY5Y tratadas
con rhtau-40 (14 ug/mL) (n=5). (C) Curva concentracion-respuesta del efecto que
ejercen las combinaciones de Q (1 uM) mas HT en la viabilidad de las células SH-SY5Y
tratadas con rhtau-40 en comparacion al efecto de las combinaciones de Q (1 uM) mas

HT en ausencia de rhtau-40 (n=4). (D) Curva concentracion-respuesta del efecto que
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ejercen las combinaciones de Q (10 uM) méas HT en la viabilidad de las células SH-
SY5Y tratadas con rhtau-40 en comparacion al efecto de las combinaciones de Q (1
MM) mas HT en ausencia de rhtau-40 (n=5). Las barras y puntos representan el valor

promedio de cada ensayo * la desviacion estandar. * p<0,05 y **p<0,01.

De acuerdo con los resultados de MTT, Q (1 uM) méas HT (1 uM) demostro ser aquella
combinacién que ademas de ser segura para las células SH-SY5Y (96,8%), revierte
significativamente el dafio inducido por rhtau-40 en un 10,8% (p<0,05, Fig. 13A). Esta
misma combinacion se evalu6 en ensayos de citotoxicidad por LDH, demostrando un
2,7% de citotoxicidad en células SH-SY5Y comprobando aiun mas que no afecta su
viabilidad. Ademas, la combinacién disminuye el efecto citotéxico inducido por la
proteina rhtau-40 en un 7,8% (p<0,05, Fig. 13B). De este modo, la combinacion Q (1

pMM) mas HT (1 uM) se presenta como el mejor candidato neuroprotector en células SH-

SY5Y.
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Figura 13. Evaluacion del efecto de la combinacion Q (1 yuM) mas HT (1 uM) en el
dafio celular inducido por rhtau-40 fosforilada en células SH-SY5Y. (A) Efecto de
la combinacion Q (1 uM) méas HT (1 uM) en la viabilidad celular de SH-SY5Y tratadas
con 14 ug/mL de rhtau-40 (n=5). (B) Determinacion de la citotoxicidad de la
combinacién Q (1 uM) més HT (1 uM) en células SH-SY5Y tratadas con 14 ug/mL de
rhtau-40 (n=4). Las barras representan el valor promedio + la desviacion estandar.

*p<0,05.

La combinacion Q (7 uM) mas HT (71 uM) disminuye la sefial del anticuerpo ptaul81l

que reconoce rhtau-40 fosforilada en células SH-SY5Y tratadas con la proteina

Mediante inmunofluorescencia se profundizé en el efecto neuroprotector de la
combinacion Q (1 uM) mas HT (1 uM). Para esto se comparo la sefial del anticuerpo
ptaul81 (que reconoce la proteina rhtau-40 fosforilada) en células SH-SY5Y tratadas
con rhtau-40 en presencia 0 ausencia de la combinacién. Las imagenes de
inmunofluorescencia obtenidas por microscopia confocal muestran una disminucién en
la sefial de fluorescencia del anticuerpo ptaul81 cuando las células fueron tratadas con
rhtau-40 mas la combinacién (Fig. 14B-D). Respecto a las células tratadas solo con la
combinacién no se observé sefial de fluorescencia de ptaul8l al igual que en la
condicion control de células sin tratamientos (Fig. 14A-C). Estos resultados se
complementan con el efecto neuroprotector obtenido en los ensayos de MTT y LDH

(Fig. 13).
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Figura 14. Imagenes representativas de ensayos de inmunofluorescencia de
células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 en presencia o ausencia de Q (1 uM) mas
HT (1 pM). (A) Imédgenes de inmunofluorescencia de células SH-SY5Y control sin
tratamientos. (B) Imagenes de inmunofluorescencia de células SH-SY5Y tratadas solo
con rhtau-40 (14 pg/mL) durante 24 h. (C) Imagenes de inmunofluorescencia de células
SH-SY5Y tratadas solo con la combinacion Q (1 yM) mas HT (1 uM) durante 24 h. (D)
Imagenes de inmunofluorescencia de células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 (14
pg/mL) en presencia de la combinacion Q (1 uM) mas HT (1 uM) durante 24 h. En todas

las imagenes las células fueron incubadas con el anticuerpo primario ptaul81 (1:100)
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que reconoce el sitio de fosforilacion Thr181 en rhtau-40, el anticuerpo secundario
Alexa Fluor 488 (1:600) y DAPI (3 uM) que reconoce el nucleo de las células. El objetivo

utilizado es de 63x en un zoom de 0.6.

Interesantemente, se observé que el nimero de células SH-SY5Y por éarea
incrementaria respecto al control luego del tratamiento con Q (1 uM) mas HT (1 pM)
(19,8 +2,7vs 16,5 + 2,4, Fig. 15). Ademas, esta combinacién incrementaria levemente
el nimero de células viables en el modelo de dafio celular inducido por rhtau-40 (15,4

+2vs 13,8 + 1,8, Fig. 15).

30

ZO-TT

10

Nimero de células viables por area

0 T T T
Tau 14 pg/mL + +
Q 1uM + HT 1pM - + +

Figura 15. Cuantificacién del nimero de células viables luego del tratamiento con
rhtau-40 en presencia o ausencia de Q (1 yM) mas HT (1 uM). El nimero de células
se establecid segun el marcaje de los ndcleos con DAPI por area (n=5). Los n
corresponden a imagenes tomadas en un ensayo Unico. Las barras representan el valor

promedio + desviacion estandar.
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4. DISCUSION

La proteina tau es una proteina intracelular que se encuentra principalmente en los
axones de las neuronas y juega un papel importante en la estabilizacion de los
microtubulos. Se ha demostrado que la agregacioén anormal de tau es un evento clave
en la patologia de enfermedades neurodegenerativas como la EA debido a una
desregulacion de quinasas (Cdk5/Gsk3p) y fosfatasas (PP1A/PP2A). En el contexto de
la prevencion de la EA, las terapias actuales buscan potenciar los beneficios
multienfoque de los compuestos bioactivos encontrados en la dieta para su uso como

nutracéuticos como son la Q y HT.

En este seminario de titulo se demuestra que las diferentes combinaciones de Q mas
HT inhiben la agregacion de rhtau-40 entre un 12,9% y 31,6% en un modelo in vitro libre
de células. Cabe destacar que esto solo se evidencia en las combinaciones de Q con
concentraciones bajas de HT (1 nM hasta 1 uyM). A diferencia de lo anterior, altas
concentraciones de los compuestos por si solos (> 10 uyM) alcanzan un 80% (Q) y un
45,1% (HT) de inhibicion de la agregacién de rhtau-40 respectivamente. Estos resultados
son compatibles con lo reportado por Daccache y colaboradores en 2011, quienes
demostraron mediante ensayos in vitro libre de células, que HT (10 uM) inhibe la
agregacion de tau en un 51%. En este mismo contexto, el oleocantal, un compuesto
orgéanico derivado del aceite de oliva estructuralmente similar a la oleuropeina (precursor
de HT), ha demostrado inhibir la agregacién de tau actuando directamente en el sitio
K311 de esta proteina. Esta modificacion provoca que se interrumpan las interacciones

tau-tau responsables de la formacion de las estructuras tipo 8 en la agregacién de tau
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(Li y col., 2009). En el caso del HT, este podria estar ejerciendo una accion similar al
oleocantal actuando directamente en sitios de la proteina rhtau-40 para su protecciéon
ante las hiperfosforilaciones y agregacion. Si nos centramos en las combinaciones de
estos compuestos como nutracéuticos, el porcentaje de inhibicion es menor que los
compuestos por si solos. Lo anterior sugiere gque en ensayos de ThS, los compuestos Q
y HT ejercen un efecto competitivo y no sinérgico como se esperaba. Esto debido a que
ambos compuestos estarian actuando en los mismos residuos de tau para protegerla de
su agregacion. Un resultado importante de este estudio tiene relacion con el uso de altas
concentraciones de HT en combinacion con Q, que provocaron sobre el 100% la

agregacion de rhtau-40.

Diversos modelos de dafio neuronal in vitro se han propuesto para entender lo que
ocurre en la EA. Incluso se ha evaluado cémo los compuestos bioactivos de la dieta
(ciertos polifenoles) actdan en la reversion del dafio celular ocasionado por oligdmeros
de tau (Suny col., 2021). En este seminario de titulo, se establecié un nuevo modelo de
dafio celular basado en los sitios de fosforilacion identificados en la proteina tau
recombinante humana (rhtau-40) expresada y purificada en nuestro laboratorio. Lo
anterior se sustenta con ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad en células SH-SY5Y
tratadas con rhtau-40, en que se demostré6 que 14 pg/mL es la concentracién que
provoca un dafio significativo en las células. La viabilidad celular se midié por el ensayo
de MTT, el cual mide la actividad mitocondrial de las células basado en la reduccion de
MTT a su producto insoluble formazan por células viables. El MTT no penetra en las
células muertas o dafiadas, por lo que este ensayo se utiliza cominmente como un
indicador indirecto de la viabilidad celular. Por otra parte, la citotoxicidad de rhtau-40 se

midié por ensayos LDH, el cual se basa en la liberacién de la enzima LDH al medio
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extracelular cuando la membrana celular esta dafiada. Cuanto mayor sea la cantidad de
LDH en el medio, mayor sera la cantidad de células muertas o dafiadas. A diferencia del
ensayo MTT, el ensayo LDH puede detectar células dafiadas por agentes externos o
internos, incluso cuando las células todavia no han liberado todo su contenido celular en
el medio extracelular (Fotakis & Timbrell, 2006). Estos métodos tienen en comun la
deteccion del dafio celular provocado por un agente externo. En este caso, ambos
métodos demastraron un significativo dafio celular inducido por rhtau-40 (14 ug/mL).
Ademas, se evidencio la agregacion de la proteina rhtau-40 en ausencia de inductor en

ensayos in vitro libre de células con ThS.

Un resultado importante de este estudio es el reconocimiento de la proteina rhtau-40 por
el anticuerpo monoclonal ptaul81. Posiblemente este anticuerpo estaria reconociendo
el sitio Thr181 que se encuentra fosforilado en rhtau-40. En relacion con lo anterior, se
deduce que rhtau-40 podria sufrir hiperfosforilaciones anémalas que conllevarian a la
formacion de agregados de tau. Estos agregados podrian ejercer un efecto pridnico
propagandose en células vecinas y provocando la degeneracién celular (Kfoury y col.,

2012; Goedert y col., 2017; Ayers y col., 2018).

Previo a la evaluacion del efecto neuroprotector de las combinaciones Q mas HT en el
modelo de dafio celular inducido por rhtau-40, se analiz6 el efecto de las combinaciones
en la viabilidad celular de las células SH-SY5Y. Notamos que la viabilidad de las células
no fue mayormente afectada cuando las concentraciones de HT eran bajas (>10 uM).
Sin embargo, las combinaciones de Q con altas concentraciones de HT en el rango
entre 10 uM y 300 uM demostraron ser citotoxicas para las células. Estudios previos

han evaluado los efectos de la Q y HT por si solos en la viabilidad celular de la linea de
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neuroblastoma, SH-SY5Y. Shi y colaboradores (2009), demostraron que la viabilidad
de las células SH-SY5Y no era afectada tras la administracién de Q (5 hasta 20 uM)
durante 24 h, sugiriendo que este compuesto es seguro para su uso en estudios in vitro.
En cuanto al HT, un estudio de Yu y colaboradores el 2016, mostré que concentraciones
de hasta 100 uM de HT no afectaban la viabilidad de las células SH-SY5Y, no obstante
concentraciones de 150-250 uM de HT eran citotoxicas, por lo cual se debe tener
precaucién al utilizar estas concentraciones en posibles terapias para el Alzheimer.
Estos datos son consistentes con nuestros resultados de viabilidad celular por MTT.
Una observacion derivada de estos ensayos mostré que concentraciones altas de HT
(100 y 300 pM) inducen rapidamente la formacion de cristales de formazan, lo cual se
podria relacionar con la sobreestimulacion de la funcion y/o biogénesis mitocondrial
(Visioli y col.,, 2020). Cabe sefialar que esta caracteristica no se observé con

concentraciones altas de Q.

La Q y el HT son dos compuestos bioactivos con una alta actividad antioxidante que
han demostrado tener un efecto neuroprotector en lineas celulares. En un estudio se
demostré que la aplicacién de 50 uM de HT en la linea celular de neuroblastoma de
raton (N2a) disminuye la muerte celular provocada por agregados de AB y ademas
disminuye la expresion de NF-kB, lo que catalogaria a este compuesto como agente
neuroprotector contra a los agregados de AR (St-Laurent-Thibault y col., 2011). La Q
por su parte, ha sido estudiada en la linea celular de neuronas hipocampales de ratén
(HT22) inhibiendo la hiperfosforilacion de la proteina tau posiblemente por un
mecanismo que involucraria la inhibicion de la actividad de Cdk5 y un bloqueo de la via
de sefializaciéon Ca*?-calpaina-p25-Cdk5 (Shen y col., 2018). El efecto neuroprotector

de la Q también fue estudiado en la linea celular SH-SY5Y, en donde un tratamiento
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con 10 uM de este compuesto, mostraron una atenuacidn en la fosforilacion en tau
mediante la activacion de la via AMPK (Chen y col., 2016). Cabe enfatizar que, si bien
diferentes autores han demostrado efectos neuroprotectores de Q y HT en estudios
independientes, un gran aporte de este trabajo ha sido el haber demostrado el efecto
neuroprotector de la combinacién de ambos compuestos (Q y HT) sobre un modelo de
dafio celular inducido por rhtau-40, lo que abre una importante via hacia el desarrollo

de posibles terapias multitarget basadas en el uso de nutracéuticos.

Al evaluar el efecto neuroprotector de las diferentes combinaciones de Q mas HT en

SH-SY5Y tratadas con rhtau-40, se observé que las combinaciones Q (1 yM) mas HT

(2 uyM) y Q (1 uM) més HT (10 nM) fueron la més efectivas en revertir el dafio celular

inducido por rhtau-40 (10,8% y 11% respectivamente) mediante el método de MTT. Sin
embargo, se escogié la combinaciéon Q (1 yuM) mas HT (1 uM) para estudios posteriores
debido a la mayor capacidad antioxidante frente a Q (1 uM) mas HT (10 nM) evaluada
mediante la captacion de 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), reportando una actividad
de 15,9% vs 11,6% respectivamente (Anexo Fig. suplementaria 1). Ademas, se observo
una mayor inhibicion de la agregacion de rhtau-40 en un modelo in vitro libre de células
con la combinaciéon Q (1 yM) mas HT (1 yM) en comparaciéon a Q (1 uM) mas HT (10
nM) (19,3% vs 16,1% respectivamente). Cabe destacar que el efecto neuroprotector de
la combinacion de Q (1 uM) mas HT (1 pM) en células SH-SY5Y se complementé
mediante ensayos de citotoxicidad por LDH, mostrando un 7,8% de reversion del dafo
celular inducido por rhtau-40. En este contexto, tanto el método de MTT como el de
LDH demuestran el efecto neuroprotector de la combinacion Q (1 uM) més HT (1 uM)
al aumentar la viabilidad celular y disminuir la citotoxicidad cuando las células SH-SY5Y

fueron tratadas con rhtau-40 (14 pyg/mL).
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Profundizando en el efecto neuroprotector de la combinacion Q (1 uM) més HT (1 uM)
en las células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40, se demostrd, mediante imagenes de
inmunofluorescencia, tanto una disminucién de la sefial de fluorescencia de ptaul8l
como un incremento en el nimero de células respecto a las células dafiadas con la
proteina rhtau-40 fosforilada. Lo anterior sustenta el hecho de que la combinacién
contribuiria a que las células no se degeneren producto del dafio inducido por la
proteina rhtau-40 fosforilada. Comprobando de este modo que los compuestos
bioactivos combinados Q y HT se pueden utilizar como un potencial nutracéutico para
la prevencion de la EA, siempre teniendo en consideracion la concentracion efectiva
que demuestran sus efectos neuroprotectores. En futuros estudios se podria evaluar
esta combinacién en modelos animales y/o experimentales de la EA y asi proponer una
formula nutracéutica comercial que apunte al tratamiento de pacientes con Alzheimery

a pacientes cognitivos sanos que buscan prevenir la enfermedad.

En cuanto al mecanismo de accion neuroprotector de la Q y el HT en combinacién, son
necesarias mas pruebas y estudios experimentales para dilucidar su accion. De todos
modos, en este trabajo se propone un posible mecanismo de acciébn de estos
compuestos combinados como se muestra en la Fig. 16. La combinacion de Q y HT
podria actuar directamente en los residuos fosforilados de tau, protegiéndolos de su
hiperfosforilaciones mediante modificaciones e impedimentos estéricos, tal como se ha
descrito con otros polifenoles (Li y col., 2009). También podrian modular la accion de
quinasas (Cdk5 y Gsk-3B) y fosfatasas (PP1/PP2), lo que conllevaria a una
desagregacion de tau y, por ende, a una reversion del dafio. Lo anterior se condice con

estudios que muestran que Q desagrega la proteina tau al inactivar la quinasa Cdk5
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(Sheny col., 2018), o como en el caso del resveratrol, un polifenol que actta sobre la
activacion de PP2 e inhibe la accion de Gsk-3B (Schweiger y col., 2017; Shati y col.,
2019). Este mismo polifenol ha sido estudiado como inhibidor de la actividad de Cdk5
a través de la regulacion de la expresion de p35 (Utreras y col, 2011), por lo que seria
interesante investigar si el polifenol HT podrian actuar bajo estas mismas dianas
moleculares. La estabilizacion del dafio oxidativo provocado por tau en la neurona es
otra via por la cual los compuestos podrian estar ejerciendo su mecanismo
neuroprotector dada su potente actividad antioxidante. Se ha demostrado que la Q y
HT por si solos tienen efectos contra el dafio oxidativo tras modular vias comunes como
Nfr2-ARE (Vasconcelos y col., 2019; Zou y col., 2012) y JNK (Costa y col., 2016; Zou y
col., 2012). Por lo tanto, seria interesante evaluar la accion antioxidante de estos
compuestos combinados en el modelo de estudio propuesto mediante el uso de sondas

gue se activan ante la liberacién de ROS.
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Figura 16. Modelo propuesto del efecto neuroprotector de la combinacion Q (1
MM) méas HT (1 pM) en células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40. (A) Esquema que
representa el modelo de dafio celular inducido por rhtau-40 (14 ug/mL) en células SH-
SY5Y. (B) Esquema de la accion neuroprotectora de la combinacion de Q mas HT en
el modelo de dafio celular inducido por rhtau-40 (14 ug/mL) mediante posibles vias.
LDH: lactato deshidrogenasa; pThrl81: treonina 181 fosforilada; rhtau-40: proteina tau
recombinante humana 40; CDK5: quinasa dependiente de ciclina 5; Gsk-3[: glicégeno
sintasa quinasa 3-beta; PP1A: proteina fosfatasa 1; PP2A: proteina fosfatasa 2; JNK:
quinasa c-Jun N-terminal; Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado con el factor 2;

ARE: elemento de respuesta antioxidante.
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5. CONCLUSIONES

En este seminario de titulo se establecié un nuevo modelo de dafio celular inducido por
la proteina rhtau-40 fosforilada en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
Este modelo seria una aproximacion a lo que estaria ocurriendo en la EA en relacion

con hiperfosforilaciones patoldgicas de tau que conllevan a la degeneracién neuronal.

La combinacion de Q (1 uM) mas HT (1 uM) inhibe la agregacion de la proteina rhtau-
40 inducida por heparina (19,3%) en un modelo in vitro libre de células y posee una
mayor actividad antioxidante que los compuestos por si solos (15,9%). Esta
combinacién es segura para las células SH-SY5Y (96,8% de viabilidad) y mas
importante aun, revierte el dafio celular inducido por la proteina rhtau-40 fosforilada
(MTT: 10,8%, LDH: 7,8%) en células SH-SY5Y. Lo anterior se complementa con el
efecto de la combinacién en la disminucidn de la sefal de fluorescencia del anticuerpo
ptaul81 en células SH-SY5Y tratadas con rhtau-40 fosforilada. Todas estas acciones
demuestran el potente efecto neuroprotector de Q (1 uM) mas HT (1 uM) en el contexto
de la EA. Esta combinacion se propone como un potencial nutracéutico para proteger

la funcién neuronal en la prevencion y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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7. ANEXOS

1. Capacidad antioxidante de los compuestos Qy HT
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Figura suplementaria 1. Determinacion de la capacidad antioxidante de Q y HT.

(A) Captacion de DPPH de las diferentes combinaciones de Q mas HT. (B) Captacion

de DPPH de los compuestos Q y HT por si solos (n=5). Las barras representan el valor

promedio + la desviacion estandar.
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