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1. RESUMEN

En la enfermedad de Alzheimer, se producen placas seniles compuestas por la proteina Tau
fosforilada y por péptidos AP, esta Gltima se ha confirmado que las plaquetas al activarse
mediante agonistas como trombina, secretan péptido APao a circulacion sanguinea y que
puede cruzar la barrera hematoencefalica, depositandose como placas cerebrovasculares y
contribuir al desarrollo de esta patologia. Al ser una enfermedad de relevancia en la salud
publica, la busqueda mecanismos moleculares de inhibicion de este proceso son relevantes
para el desarrollo de dianas farmacoldgicas, el objetivo de este trabajo fue demostrar que la
Prostaglandina E1 es capaz de inhibir la secrecion plaquetaria del péptido APa4o asociada a la

activacion de la calpaina inducida por TRAP-6.

Mediante ensayos de agregacion plaquetaria e inmunofluorescencia, investigamos la
inhibicion en la secrecion del péptido APso asociada a la activacion de la calpaina inducida
con agonista TRAP-6 (10uM), con el objetivo de demostrar la accion de Prostaglandina E1,
en donde se produjo un descenso de la agregacion plaquetaria desde 82% a un 3%. Ademas
hubo reduccion en la expresion de la secrecion del péptido AP respecto al control incubado

con PGE-1.

Finalmente, con los resultados obtenidos, la Prostaglandina E-1 inhibe la sintesis del
péptido APso por parte de las plaquetas, y asi evitar la formacion de placas seniles,
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer
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2. INTRODUCCION

La demencia es un problema de alto impacto en la salud publica producto del aumento
de la incidencia y gran costo que significa a nivel individual y social, ya que afecta a la
poblacion adulta mayor. En Chile, més del 10% de la poblacion la constituyen los adultos
mayores y se sabe que actualmente representa el tercer pais mas envejecido de
Latinoamérica, mas de 300 mil personas han pasado la barrera de los 80 afios, estimandose
que, la demencia y el Alzheimer es la cuarta enfermedad que afecta a los afios de vida
saludables perdidos (AVISA) en este grupo de edad. Como dato, 200.000 personas
presentan demencia y se proyecta que esta prevalencia se triplicara para el afio 2050 (1).
De este modo la enfermedad de Alzheimer representa la principal causa de demencia en

este grupo etario, volviéndose un importante problema a nivel de salud publica.

Las plaquetas son fragmentos anucleados que participan en la hemostasia. Estudios
recientes han mostrado la activacién plaquetaria contribuyen en la liberacién de péptidos y
su posterior acumulacion. Por lo tanto, las plaquetas podrian ser relevantes en el desarrollo
de enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, contribuyendo a

la inflamacion y destruccion del tejido neuronal.

Por otro lado, las plaquetas activadas mediante sefializacion intracelular de calpaina
secretan y procesan la proteina precursora amiloide (APP), glicoproteina de membrana,
que se escinde de manera andmala y finalmente secreta el péptido Apao. Este péptido Apao
va a ir a depositarse a los vasos sanguineos de pequefio y mediano calibre del cerebro
pudiendo llevar a dos procesos, uno de ellos es una hemorragia cerebral y por otra parte
puede provocar una isquemia cerebral. Esto recibe el nombre de angiopatia amiloide
cerebral la cual esta presente en hasta el 80% de los casos con enfermedad de Alzheimer.
Por lo cual la busqueda de mecanismos moleculares que permitan inhibir esta secrecion es

primordial para la obtencién de un producto que pueda detener el desarrollo de la
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enfermedad de Alzheimer. Se piensa que la Prostaglandina E-1, un compuesto
.antiplaquetario, pueda reducir la secrecion plaquetaria in vitro del péptido APa4o inducida
por un agonista, TRAP-6, asi disminuir la formacién de placa amiloides en el cerebro, y

contribuir hacia una alternativa para la prevencion de enfermedades neurodegenerativa



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

Las plaguetas son fragmentos anucleados provenientes de la fragmentacién de
megacariocitos, su funcion en la hemostasia y trombosis ha sido reconocido por mucho
tiempo (2). Multiples estudios sugieren que, a pesar de su valor rol fisioldgico, la activacion
plaquetaria desregulada desempefia un papel central en la formacion de trombos patologicos,
que es un factor de riesgo importante en la enfermedad de Alzheimer (EA)(3). Las lesiones
caracteristicas responsables del deterioro mental desarrollado en los pacientes con el
Alzheimer, corresponden a la formacion de placas amiloides que se acumulan en el espacio
extracelular del tejido cerebral; ademas de la angiopatia amieloide que puede ocurrir en los
vasos sanguineos cerebrales (4). En ambos casos la formacion y precipitacion del péptido
amiloide B (AP), un fragmento proteolitico de la proteina precursora amiloide (APP), juega
un papel fundamental en el desarrollo de dichas lesiones. Las plaquetas contienen APP y
toda la maquinaria necesaria para generar péptido AP, lo que puede contribuir a la deposicion
amiloide perivascular visto en la EA (5). Se ha relacionado la calpaina como moduladora en
el procesamiento y secrecion del péptido AP plaquetario y su efecto en el desarrollo de la EA
(6). Para experimentar la disminucion de la secrecidn de este péptido por accion de las
plaquetas, se ocupd el hormona sintética denominada Prostaglandina E1, potente inhibidor
de la agregacién plaquetaria, para luego cuantificar la liberacién del péptido A plaquetario
y evidenciar su reduccidn, producto de mecanismos moleculares que se explicaran en este

trabajo experimental.

3.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La EA se define como un trastorno neurodegenerativo que causa un deterioro progresivo
de la memoria y la cognicion. La EA es un trastorno cerebral grave, si bien su etiologia no

estd del todo dilucidada, la enfermedad muestra depoésitos severos de B-amiloide en el
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cerebro (placas) y en los vasos (angiopatia amiloide cerebral, CAA) (7). Dos proteinas estan
asociadas a estas lesiones, gracias a su capacidad de formar agregados en el cerebro (Figura
1): la proteina Tau, que forma ovillos neurofibrilares intracelulares; ademas de formas
insolubles del péptido AP que se ensambla en placas extracelulares (8). La EA se caracteriza

por un inicio tardio tipicamente después de los 65 afos.
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Figura 1. Cambios comparativos en neuronas sanas y neuronas anormales implicadas
en la patogénesis de la EA. La funcién anormal de las neuronas afectadas se debe a la
presencia de depositos de péptido AP, proteina Tau fosforilada lo que activa varias quinasas
relacionadas con el estrés que dan como resultado ndcleos dafiados y mitocondrias en
neuronas afectadas en la patogénesis de la EA. Modificada de Kamat PK. y cols.(9)

3.1.1 ETIOLOGIA

Se piensa que se produce por una combinacion de susceptibilidad genética sumada a la
exposicion a factores ambientales, donde interactian factores de riesgo como la edad y el
sexo, ya que aumenta la probabilidad de padecer esta enfermedad a partir de los 60 afios, se
ha visto que las mujeres son mas prevalentes en esta patologia. El primer caso
neuropatoldgico de un paciente afectado por EA se describié hace mas de 100 afios, se
describié la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares en el cerebro, dos

caracteristicas principales de la EA (10).



Se han descrito dos formas de EA: una forma esporédica o senil, y una forma familiar o
forma presenil. El primero se desarrolla en el 95-98% de los casos, mientras que los casos
familiares estan limitados a solo el 2-5%. El inicio de la forma esporadica de EA ocurre
tipicamente en pacientes después de los 65 afios de edad, mientras que el inicio de la forma
familiar ocurre generalmente antes de esta edad. Ningun gen es directamente responsable
del inicio de la EA esporadica, pero se ha informado una asociacion con polimorfismos del
gen ApoE. Las mutaciones de herencia dominante en genes que incluyen APP, PSEN1
(Presenilina 1) y PSEN2 (Presenilina 2) pueden acelerar la produccion de A, lo que resulta

en el desarrollo de EA generalmente antes de los 60 afios (10, 11).

La apolipoproteina E (apoE) es una proteina de transporte de lipidos de 299 aminoacidos
expresada como tres isoformas diferentes: apoE2, apoE3 y apoE4. E3 es la isoforma mas
comun, y E4 es responsable de una predisposicion genética a la enfermedad de Alzheimer.
Si bien el transporte del colesterol es su funcién primaria, la apoE también regula el
metabolismo, la agregacion y la deposicion del amiloide  (AP). El alelo E4 de la apoE es
un factor de riesgo importante para la enfermedad de Alzheimer, debido que elimina
lentamente los depositos del péptido AP, en comparacion a ApoE2 y ApoE3 que eliminan el

péptido a una velocidad considerablemente més alta (11, 12).

3.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Segun cifras de la OMS del afio 2017, en el mundo entero hay unos 50 millones de
personas gque padecen demencia, y cada afo se registran cerca de 10 millones de nuevos
casos. La enfermedad de Alzheimer, es la forma mas comun de demencia, y acapara entre
un 60% y un 70% de los casos, es una de las principales causas de discapacidad y
dependencia entre las personas mayores en el mundo entero. La mayoria de los pacientes
que desarrollan la enfermedad son mayores de 65 afios (forma de comienzo tardio), mientras

que el 5 % de los pacientes presentan la forma de comienzo temprano, por lo general entre



los 40 y 60 afios. La incidencia de la EA aumenta exponencialmente a partir de los 65 afos
(1,5 casos/1.000 personas-afio), llegando a 69,2 casos/1.000 personas-afio en las personas
con edades superiores a los 90 afios en nuestro medio. La incidencia en mujeres es superior
a la de los hombres (13). Acorde a los calculos proyectados a 2020 y 2040 la prevalencia en
mayores de 60 afios serd de 4.1 y 9.1% para la region latinoamericana evidenciando un
aumento significativo si comparamos con las cifras estimadas en afios anteriores (en 2001 la
cifra era de 1.8%) (14).

3.1.3 FISIOPATOGENIA DE ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La neuropatologia de la EA es muy compleja y ain no esta del todo esclarecida. Existen
numerosas hipotesis que intentan explicar los mecanismos patolégicos de la enfermedad. La
acumulacion del péptido B-amiloide en el parénquima y en la vasculatura del cerebro es un
evento invariante en la patogénesis de los casos de Alzheimer familiares y esporadicos (15).
Unas de esas hipotesis indican que los pacientes con EA muestran pérdida de la actividad
colinérgica en el sistema nervioso central, el cerebro de estos pacientes presenta
concentraciones bajas del neurotransmisor acetilcolina, especialmente en &reas asociadas
con la memoria y el aprendizaje; la disminucién de la actividad colinérgica afecta la
transmision sinaptica e inicia un proceso inflamatorio. Otra hipotesis sugerida, es la cascada
amiloide, que propone como la principal causa de la enfermedad, un péptido denominado f3-
amiloide (Ap), y debido a su mal plegamiento extracelularmente provoca acumulacion y
formacion de placas seniles (16). Estas placas seniles estan compuestas principalmente por
depositos anormales de peptido APB. El péptido es originado por cortes proteoliticos

originados de una proteina denominada proteina precursora de amiloide (APP).

Otra afeccidén estd implicada en el desarrollo de EA, la cual produce ovillos
neurofibrilares que estan compuestos principalmente por proteina Tau, esta asociada a los
microtubulos del citoesqueleto, la cual se hiperfosforila, se disocia de los microtdbulos y se
auto-agrega en el citosol para formar filamentos helicoidales pareados. asociada al

microtUbulo enriquecida con axones, especifica del cerebro (17). Sin embargo, dado que la
10



proteina Tau hiperfosforilada parece estar presente también en otras enfermedades
neurodegenerativas, y dado que todas las mutaciones genéticas identificadas actualmente
como responsables de la EA, invariablemente producen una mayor formacion de AP
fibrilogénico, la hipdtesis de la cascada amiloide es el evento mas ampliamente aceptado

para la patogénesis de la EA (10).

Las diferentes formas de depdsitos, oligoméricas y protofibrilares de péptidos AP pueden
facilitar la hiperfosforilacion de Tau; la alteracion de la funcion del proteasoma y de la
mitocondria; la desregulacion de la homeostasis del calcio, provocan el fallo sinaptico y la
disfuncién cognitiva en la EA (Figura 2)(18). Los sintomas conductuales de la EA se
correlacionan con la acumulacién de placas y ovillos, y son una consecuencia directa del

dafo y la destruccion de las sinapsis que median la memoria y la cognicion.

NO AMILOIDOGENICA I AMILOIDOGENICA
fa
r o { \ | o ) £ \
py [ | e ™ > 99 ‘—{* AB40 | Ap42
J T — l‘ (¥ o ‘\—}_/
L—/[ - ,/u \ SAPPp 1{__, — —
] SAPP B J | P L S 7
fosforilacion de [ r
.Hlper‘oezonlaaond Tau / \ M}L. < 0/ /v \ Q F
“ \. pl \ < )
Disfuncion mitocondrial \. & @ < /
. J R \A A
Desregulacion de calcio 1 | Fallo slina ptico [~

M- Monemero, O- Otigomero , PF- Protofibrita , F- Fibrillas —— -
SAPP- Proteina precursora d= APP soluble Disfuncion cognitiva

0. B. Y- Sacratasas

Figura 2.Hipotesis de cascada amiloide. Los estados de ensamblaje intracelular de AP son
mondomeros, oligdmeros, protofibrillas y fibrillas. Las especies monoméricas no son
patologicas, sin embargo, la formacion de fibrillas hace que el AP sea toxico. Las especies
oligoméricas y protofibrilares pueden facilitar la hiperfosforilacion de Tau, la alteracion de
la funcion de la mitocondria, la desregulacién de la homeostasis del calcio, el fallo sinaptico
y la disfuncion cognitiva. Modificada de Mohandas, E. (18)
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3.2 PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE (APP) Y PROCESAMIENTO DE
PEPTIDO A

La APP es una proteina que desempefia un papel importante en una variedad de
actividades bioldgicas, incluido el desarrollo neuronal, la sefializacion, el transporte
intracelular y otros aspectos de la homeostasis neuronal (16). La APP es una glicoproteina
transmembrana de tipo | que se expresa en una amplia variedad de células, es miembro de
una familia compuesta por tres genes. La familia APP en mamiferos consta de tres
miembros: APP, la proteina APP like-1 (APLP1) y la proteina APP like-2 (APLP2). En
humanos, el gen APP esté ubicado en el cromosoma 21 (21g21.3), contiene 18 exones y se
extiende a una distancia de aproximadamente 240 kb (19). Se produce como varias isoformas
diferentes, que varian en tamafio de 695 a 770 aminoacidos. La isoforma 695 de APP se
expresa principalmente en neuronas, mientras que APP751 y APP770, que contienen el KPI,
dominio inhibidor de la serina proteasa tipo Kunitz, se expresan principalmente en células

periféricas y plaquetas (16).

La escision de la APP puede realizarse por 2 procesos proteoliticos, dependiendo si ocupa
una a o B-secretasas, producen grandes fragmentos solubles N-terminales SAPP y SAPP, y
fragmentos C-terminales ligados a membrana C83 y C99, respectivamente, que pueden ser
divididos por y-secretasas (20). La protedlisis de la APP ocurre a través de las Ilamadas vias
no amiloidogénicas y amiloidogénicas (Figura 3). El primer paso de la via no amiloidogénica
se lleva a cabo por la enzima a secretasa que descompone la APP en sAPPa. Este paso inicial
también puede ser impulsado por la enzima -secretasa, que constituye via amiloidogénica,
al escindir la APP. (21).
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Figura 3.APP proteolitica de las vias humanas. Via no amiloidogénica y amiloidogénica.
El procesamiento no amiloidogénico de APP se refiere al procesamiento secuencial de APP
por a-secretasas unidas a membrana, que se escinden dentro del dominio AP para generar el
fragmento CTFo (C83) atado a la membrana y el fragmento N-terminal sAPPa. El
procesamiento mieloidogénico de la APP se lleva a cabo mediante la accion secuencial de
las B y y secretasas unidas a la membrana. La B-secretasa divide la APP en los fragmentos f3-
terminales C (CTFp o C99) atados a la membrana y sAPP3 N-terminal. Extraida de Chen G.
(2017) (16).

El péptido tiene dos isoformas predominantes: APao y APs2. Los péptidos AP pueden
variar en tamafio (38 a 43 aminoacidos) porque el corte por y-secretasa es algo impreciso, el
ABso es el mas abundante (80-90%), seguido por APs (5-10%) (22). APs2 €s mas
hidrofobica, méas propensa a formar agregados, se considera una isoforma neurotdxica y es
el componente mayoritario de las placas amiloides. En condiciones fisioldgicas se produce
sobre todo APa4o, Mientras que los pacientes con EA tienen una elevada produccion de APao.
Muchos estudios han encontrado que una sobreproduccion de este péptido tiene efectos
neurotoxicos (23). El plasma Afa Yy APa2 aumentan con la edad y estan fuertemente
correlacionados entre si. Los niveles de APso y APa2 en plasma estan elevados en algunos
pacientes antes y durante las primeras etapas de la EA, pero luego disminuyen. Los niveles
elevados de APa42 en plasma también pueden estar asociados con la mortalidad en pacientes
con EA y ademas esta especie son altamente fibrilogénicas y se depositan temprano en
individuos con EA (18, 24).
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Al ser procesado el péptido, el transporte serd mediado por el receptor de AP a través de
la barrera hematoencefélica (BBB) que regula los niveles de AP en el cerebro. La
concentracion de AP soluble en el SNC, que es fundamental para la formacion de la especie
AP oligomérica neurotoxica y las formas agregadas vasculares de AP, estd criticamente
influenciado por el intercambio de transporte AP a través de la BBB (16). Se ha informado
que este proceso de transporte est regulado por receptores, como los productos finales de
glicacion avanzada (RAGE), o la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de
baja densidad (LRP1)(22).

Por otro lado la EA esté fuertemente relacionada con enfermedades vasculares, como el
accidente cerebrovascular y la aterosclerosis (4). Se conoce que las plaguetas son fuente
importante en la secrecion de péptido AP plasmatico. El péptido AP liberado de plaquetas
activadas, por la secrecion de moléculas vasoactivas por la inflamacion vascular, pueda
contribuir a la formacion de trombos, por lo tanto, las deposiciones de AB en una pared de
un vaso dafiado al comienzo de la EA pueden ser el inductor de CAA. Dado toda esta

informacidn, hay evidencia que las plaquetas contribuyen para el desarrollo de este proceso

(7).

3.3 PLAQUETAS Y ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Las plaquetas, responsables de los procesos de la hemostasia y la trombosis. Se forman a
partir de vesiculas que se desprenden en grandes cantidades de la fragmentacion
citoplasmatica de los megacariocitos. Los principales componentes de las plaquetas son la
membrana plasmatica, los granulos, el citoesqueleto y el sistema de membrana interno (25).
Su vida media es de 7-10 dias y en su membrana tiene diferentes glicoproteinas que
funcionan como receptores de sus agonistas fisiologicos (ADP, TXAZ2, trombina), proteinas
adhesivas (fibrindgeno, fibronectina, factor de von Willebrand) y para ligandos como el
coldgeno, ademaés posee Yy libera diferentes granulos (o y densos) para mantener su funcién

mas conocida que es la de mantener la hemostasia.
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Aunqgue la EA es una enfermedad neuroldgica, estudios recientes han asociado un
importante papel de las plaguetas en esta patologia. Existe una fuerte evidencia de que las
plaquetas se ven afectadas durante la progresion de la EA, por ejemplo mostrando un
aumento de la activacion plaquetaria en pacientes con EA, alteracion del volumen
plaquetario, pero también expresion diferencial de biomarcadores, como son, laacumulacion
de péptidos AP y la hiperfosforilacion de Tau (26). Esto se restringe a las células nerviosas
ya que se sabe que en condiciones patologicas, los péptidos AP son capaces de cruzar la
barrera hematoencefalica, y en este caso, el aumento de la activacién de las plaquetas
observada en los modelos de ratones con EA deberia ser una consecuencia de esta fuga y la

mayor cantidad de péptidos AP en la sangre que a su vez pueden activar las plaquetas (27).

Las plaquetas expresan la proteina precursora de amiloide (APP) y muestran la
maquinaria enzimatica completa (Figura 4) para procesar las proteinas de APP en péptidos
AP (4). La proporcion de las dos isoformas de la APP estd notablemente alterada en las
plaquetas con personas con EA (28). La APP plaquetaria puede representar la fuente
principal de AP detectada en la sangre, y los hallazgos recientes han sugerido que el
metabolismo de la APP plaquetaria también podria contribuir a la acumulacion de AP en el

cerebro y su vasculatura a través de la barrera hematoencefalica (10).
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Figura 4. Anormalidades en las plaquetas de EA. Algunas actividades de membrana
(secretasas, fosfolipasas), citosolicas (ciclooxigenasas) estan comprometidas en las plaguetas
de la EA. Las alteraciones son evidentes en el procesamiento de la APP, la fluidez de la
membrana y los niveles de colesterol; en los niveles de serotonina / captacion y los niveles
intracelulares de Ca2 +. Modificada de Catricala, S. (2012) (10).

Estudios han mostrado que las plaquetas contienen y son capaces de secretar péptidos
AP, tanto en condiciones fisioldgicas y patologicas. Esto es posible debido a que las
plaquetas poseen la maquinaria necesaria para realizar el procesamiento del APP, a través
de la accion secuencial de las B secretasas y y secretasas. Las plagquetas contienen altas
cantidades de APP (principalmente las isoformas 770y 751), que se insertan en la membrana
plasmatica y los granulos (7). Los péptidos AP plaquetarios se almacenan en granulos de
plaquetas especificos, denominados granulos a, y se liberan tras la activacion en el sitio del
dano vascular. Los péptidos AP derivados de plaquetas a su vez activan otras plaquetas

presentes en los pacientes afectados (27).

Los péptidos AP en plasma estimulan la activacién plaquetaria, promueven la produccion
de ROS, la adhesion plaquetaria y la formacion de trombos. La acumulacion de AP en los

vasos cerebrales también contribuye a un estado neuroinflamatorio crénico que
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consecutivamente puede exacerbar la activacion plaquetaria y viceversa. Se ha investigado
que se produce una pequefia cantidad de péptidos AP en plaquetas en condiciones

fisioldgicas y patologicas a través de la accion secuencial de las B secretasas y y secretasas
(29).

Ademas diversos estudios han demostrado que las plaquetas son la fuente principal de
péptido APso en la circulacion (90%)(30), por consiguiente provoca la acumulacion y
formacion de las placa seniles, caracteristicas de esta patologia. Ademas existe mucha
evidencia, por varios autores, que este péptido es capaz de provocar diversos efectos, tales
como, inducir agregacion plaquetaria, formacion de ROS etc. En la siguiente Tabla 1 se

enuncian los efectos en las plaguetas.

Tabla 1. Efectos moleculares de Aso en plaguetas.

Efectos moleculares de AP en plaquetas
Promueve la agregacion plaquetaria

Promueve la formacion de ROS, activacion de caspasas, exposicion de anexina V
Promueve la adhesion plaquetaria bajos condiciones de flujo dindmico y estatico
Incrementa la adhesion plaquetaria en un modelo de dafio en arteria carotida
Modulacion de AP soluble hacia fibrillas de Ap
Reclutar plagquetas para placas mieloides vascular.

Modificada de Cannobio, I. y cols. (2015) (2).

Este péptido es la base para el concepto de Alzheimer de que la acumulacion de A en el
cerebro tiene principalmente una fuente neuronal. ;Por qué la proteina AP de origen
plagquetario ha sido generalmente ignorada? Hay dos explicaciones posibles: primero el
tamafo de las plaquetas es significativamente menor que el de otras células sanguineas y
dos, la APP y el AP se secuestran en los granulos de plaquetas y se liberan solo después de
la activacion. Juntas, estas explicaciones crean la impresion de que la liberacion de AP por

las plaquetas se produce en concentraciones muy bajas (28).
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Las plaquetas al activarse, son la mayor fuente de ABao Sanguineo, una vez en circulacion,
este péptido se puede unir a tres posibles receptores en las plaquetas, como PARL1 (receptor
de trombina y activador de calpaina), integrina allbb3 y RAGE (productos finales de
glicacion avanzada) (22), este ultimo cobra gran importancia debido a su expresion en el
endotelio de la barrera hematoencefalica, porque media el transporte de AP al cerebro (16).
Estas vias para el transporte de A entre el cerebro y la sangre implican que el metabolismo
periférico de AP podria estar involucrado en la patogénesis de la EA (31), lo que se sugiere
que las plaquetas como principal fuente de A tiene una gran importancia en el desarrollo
de esta patologia.

RAGE es una pequefia proteina transmembrana de 35 kDa, que pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulinas y desempefia un papel en la inmunidad innata. RAGE se
compone de tres dominios extracelulares similares a Ig (Vd, C1d, C2d), con un solo dominio
transmembrana y una cola corta C-terminal citoplasmica. Este receptor se describe como un
receptor de "reconocimiento de patrones™ debido a su capacidad para reconocer motivos
estructurales comunes (32). RAGE es capaz de unirse a multiples ligandos con preferencia
por moléculas que son propensas a la agregacion y modificaciones postraduccionales tales
como los AGE, grupo de alta movilidad box-1 (HMGBL1) y péptido Ap. RAGE participa en
la liberacion de Ap nivel de Barrera hematoencefalica y sanguinea (33). Aunque no esta
esclarecida la funcion de RAGE en las plaquetas, tendria un papel de mucha importancia en

la progresion de EA

Por otra parte, varias vias de sefializacion intracelular, importante para la activacion
plaquetaria, inducen un aumento de la concentracion intracelular de calcio en las plaguetas
que estimula la secrecion de granulos a, lo que implican moléculas esenciales, que también
se han descrito para modular el procesamiento de APP (10, 16). Dentro de esas moléculas
esenciales, destaca la calpaina, a la cual se le atribuye la funcion de producir péptido AP a

través del procesamiento de la APP, durante la activacion plaquetaria (34).
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3.4 CALPAINA Y ACTIVACION PLAQUETARIA

Las calpainas son una familia de cistein proteasas intracelulares activadas por calcio que
participan en muchos eventos fisiologicos, incluida los ataques neurotdxicos que van desde
la isquemia hasta la enfermedad de Alzheimer. Se ha demostrado que la inhibicion
farmacoldgica de la calpaina mejora la memoria y la transmision sinaptica en el modelo de
ratobn de EA (35). Existen varias isoformas de calpaina, las que incluyen calpaina 1 (p-
calpaina), calpaina 2 (o m- calpaina), y calpaina 10, entre otras, que se expresan de manera
ubicua. Las dos isoformas convencionales (calpaina 1 y 2) “son heterodimeros compuestos
por distintas subunidades cataliticas de 80 kDa y una subunidad reguladora idéntica de 28
kDa. Caracteristicamente, las enzimas difieren en su requerimiento de calcio para la
activacion in vitro, en que p -calpaina es activado por concentraciones micromolares de
calcio mientras la activacion de m-calpaina requiere concentraciones milimolares de calcio
”(36). Varios estudios han resaltado la importancia de las calpainas en diferentes procesos
de activacion de plaquetas incluyendo propagacion, agregacion, secrecion de granulos y
sefializacion de integrina. La activacion normal de la calpaina desempefia un papel
importante en los procesos de sefializacion. La activacion anormal de la calpaina, a su vez, es
responsable de la degradacién de la mayor parte del pool de proteinas celulares, incluyendo
proteinas de sefializacion, factores de transcripcion y sustratos citoesqueléticos. Dado que el
calcio esta elevado en los cerebros EA, es probable que la pérdida de la homeostasis de
calcio interrumpa los procesos fisioldgicos que regulan la actividad de la calpaina en las

células, conduciendo a la desregulacion de la actividad de la calpaina (37) .

Se evidencio que la activacion de calpaina aumenta los niveles de -secretasa en un
modelo de raton transgénico de EA. Utilizando ratones transgénicos que sobreexpresan APP,
estudios de Ferrreira y cols. demostraron que la deficiencia de calpastatina (inhibidor
endogeno de calpaina) mejor6 la activacion de calpaina, provocéd la produccion de AP y

aumento de la mortalidad. A su vez, el aumento de los niveles de AP conduce a un aumento
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de Ca2 +y aumento de la activacion de calpaina (38) (Figura 5). Ademas la calpaina podria
estar involucrada en la fosforilacion de la proteina Tau aumentando el dafio
neurodegenerativo. La sobreactivacion de la calpaina contribuye a la hiperfosforilacion de
la Tau, caracteristico de la EA a través de la activacion de la quinasa 5 dependiente de ciclina

(CDKS5), seguida de la escision de su proteina reguladora, p35 (39).

Calpastatina 1

Activacién de
calpaina

Produccion 3 amiloide Disfuncion sinaptica

Figura 5. Actividad de la calpaina desempefia un papel importante en enfermedad de

2
Alzheimer. El aumento de los niveles de beta- amiloide (AB) inducen el flujo de calcio (Ca R
a través de los receptores NMDA (NR1 y NR2) en las neuronas del hipocampo. Este influjo

2+ Y . : .
de Ca vy una disminucidn en los niveles de calpastatina resultan en la desregulacion de la
actividad de la calpaina que conduce a la escision de una serie de proteinas implicadas en la
formacion de placas seniles. Modificada de Ferreira A.(40).

La calpastatina también parece desempefiar un papel importante en la regulacién de la
activacion de la calpaina en la EA. Por lo tanto, se ha demostrado que la calpastatina esta
notablemente empobrecida en la corteza de los cerebros EA en las ultimas etapas de la
enfermedad, en comparacion con los controles pareados por edad. Las areas focales de la
deplecion de calpastatina también se han detectado a lo largo de neuritas distréficas en las
primeras etapas de la EA. Por otro lado, no se detectaron cambios en los niveles de
calpastatina en las neuronas menos susceptibles a la neurodegeneracion en las células de EA

como Purkinje. Esta disminucidn en los niveles de calpastatina es el resultado de la actividad
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proteolitica de las caspasas y la calpaina. A su vez, la disminucion de la relacion calpastatina
a calpaina provoca hiperactivacion de calpaina perpetuando este efecto de deletéreo celular
(40).

Por otra parte, el deterioro de la cognicion y la memoria pueden estar asociadas con la
regulacion por disminucion de la proteina de unién al elemento de respuesta a cAMP (CREB)
en el cerebro en pacientes con EA, pero el mecanismo molecular que conduce a la regulacion

a la baja no se entiende (41).

La actividad CREB esta regulada principalmente por la via CAMP — PKA — CREB.
Cuando una sefial llega a la superficie celular, se activa el receptor correspondiente, el cual,
a su vez, conduce a la elevacion transitoria de CAMP intracelular y en consecuencia activa
PKA disociando las subunidades reguladoras (subunidades R) de las subunidades cataliticas
(subunidades C). La PKA activada se mueve entonces en el nucleo celular, donde activa
CREB mediante la fosforilacion de ella. PKA es una holoenzima tetramérica que consiste en
dos subunidades de C y dos subunidades R en ausencia de Camp (Figura 6). Varias isoformas
tanto de subunidad C (Ca, CB, y Cy) y R subunidad (RIa, RIB, RIla. y RIIB) se han encontrado
en tejidos de mamiferos. Laisoforma Co se expresa de forma ubicua en la mayoria de tejidos,
mientras que la isoforma CP es altamente expresado en el cerebro. PKA-Cy se expresa solo
en los testiculos. Todas las cuatro isoformas de las subunidades R se expresan en el cerebro
humano. La subunidad R no sélo controla la actividad de PKA, pero también se localiza la

quinasa dentro de la célula (41).
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Figura 6. Esquema propuesto de desregulacion de CREB. Un esquema propuesto de la
desregulacion de la proteina de unién al elemento de respuesta a la calpaina-cCAMP
dependiente de la proteina kinasa (PKA) -cAMP-respuesta al elemento (CREB) en el cerebro
de la enfermedad de Alzheimer. Extraida y modificada de Liang, Z. y cols. (2007) (41).

Esta via ocurre principalmente en neuronas, pero en plaquetas se ha visto que tiene
importancia en la agregacion plaquetaria. Se ha demostrado que la calpaina-1 regula la
agregacion plaquetaria y las vias de retraccion del coagulo a través de proteina tirosina
fosfatasa 1B (PTP1B). El papel especifico de la calpaina-2 en las funciones plaquetarias
sigue sin estar claro. En plaquetas de raton, ~ 80% de la actividad de proteasa de calpaina

total es contribuida por calpaina-1, mientras que calpaina-2 representa el 20% restante (42).

La deficiencia completa de calpaina-1 causa una reduccion significativa en la agregacion
plaquetaria y la retraccién del codgulo Sin embargo, las plaquetas nulas de la calpaina-1

presentan un deterioro de la fosforilacion de la tirosina de varias proteinas, incluida la
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subunidad beta3 de la integrina allbf3, que se correlaciona con la reducciéon inducida por
agonistas en la agregacion plaquetaria. Estos resultados proporcionan la primera evidencia
directa de que la calpaina-1 es esencial para la funcién plaquetaria normal, no afectando la
escision de las proteinas del citoesqueleto sino regulando potencialmente el estado de la
fosforilacion de tirosina de las proteinas plaquetarias PTP1B (43). Ademas varios estudios
han resaltado la importancia de las calpainas en muchos pasos diferentes del proceso de
activacion de las plaquetas, incluida la propagacion, la agregacion, la secrecion de granulos

y la sefializacion de la integrina (Figura 7).

3
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Trombina
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4 Propagacion
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VAMP-3

2. Kinasas/Fosfatasas

Figura 7.Papel de la calpaina en la activacion plaquetaria fisioldgica La activacion de la
calpaina conduce a la proteolisis limitada de (1) Ca?*-ATPases (por ejemplo, SERCA-2) que
regulan la sefalizacion de Ca?* de las plaquetas, (2) quinasas involucradas en cascadas de
sefializacion, (3) proteinas involucradas en la desgranulacion de las plaquetas, como SNARE,
y (4 y 5) proteinas asociadas al cambio de la forma de las plaquetas, la propagacion, la
agregacion y la retraccion del coagulo. Modificada de Randriamboavonjy, V. (2010) (36).

También se ha visto que la activacion de la calpaina tiene un rol en la secrecion de
granulos a de las plaquetas. Tras la activacion de las plaquetas, la secrecion de granulos a
es un paso necesario para mantener la onda secundaria de agregacion de plaquetas y la

consolidacién de la adhesion de plaquetas a plaguetas durante la retraccion del codgulo. Las
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proteasas intracelulares, particularmente las calpainas, se han implicado en la modulacién
de los procesos secretores de las plaquetas. Por ejemplo, la secrecion de granulos a en
plaquetas humanas, medida por expresion de la superficie de p-selectina, fue bloqueada por
los inhibidores de la calpaina (44). Por lo tanto la calpaina al tener accién en la secrecion de
estos granulos, tiene relacion con la liberacion de péptido AP plaquetario, por lo que resulta
trascendental conocer que ruta conlleva a este proceso y asi, tener una vista nueva para

posibles terapias prevenir y o disminuir la progresion de EA.

Seguln un estudio reciente de nuestro laboratorio, de Sepulveda y cols. demostraron que
la ruta de cCAMP/PKA juega un papel clave en la regulacion de la secrecion de AB en
plaguetas humanas, al menos en parte debido a la inhibicion de la actividad de la calpaina.
Al ocupar con Forskolin 20 uM, (inhibidor de la funcion plaquetaria por el aumento de los
niveles de CAMP), se describi6 una disminucion de 2.1 veces la actividad de la calpaina, un
efecto que se invierte casi totalmente cuando se us6 un inhibidor de la proteina PKA
responsable de la fosforilacion de la calpaina que produce su inhibicién, por lo que
confirmaron que la activacién de la calpaina es esencial para el procesamiento y la secrecién
del péptido AP (22).

Los péptidos AP secretados por las plaquetas y células endoteliales dan lugar a la
activacion plaquetaria, con consecuencias peligrosas para la progresion de la EA. Con estos
antecedentes, parece razonable la busqueda de moléculas o compuestos, como el uso de
agentes antiplaquetarios, logren reducir el desarrollo de la EA. La prostaglandina E1 es un
potente inhibidor de la agregacion plaquetaria por lo que se utilizara para analizar si reduce

la secrecion de péptido.

3.5 PROSTAGLANDINA E1 (PGE-1) EN PLAQUETAS

Las prostaglandinas son un grupo de compuestos bioldgicos muy potentes que se
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sintetizan en los tejidos a partir del acido araquidonico. Forman parte del grupo de
eicosanoides, que presentan una estructura general de acido carboxilico insaturado de 20
carbonos con un ciclopentano. Los eicosanoides se sintetizan a partir de 20 carbonos
poliinsaturados. Estos &cidos grasos estan presentes en los fosfolipidos de las membranas
celulares de todos los tejidos. Estos acidos grasos se obtienen directamente de la dieta o de
la elongacidn y desaturacion de los acidos grasos esenciales (45). Los eicosanoides consisten
en las siguientes moléculas: prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT) y
lipoxinas (LX). Los PGs y TXs son identificados colectivamente como prostanoides. Todas

las células de los mamiferos, excepto los eritrocitos, sintetizan los eicosanoides (46).

La prostaglandina E1 (PGE-1), también conocida farmacol6gicamente como Alprostadil
(Figura 8), es un potente agente vasodilatador periférico, inhibidor de la agregacion
plaquetaria y broncodilatador. Posee importantes efectos farmacoldgicos que justifican su
utilidad clinica, tales como vasodilatacién, inhibicion de la agregacion plaquetaria,
estimulacion del musculo liso intestinal y uterino (47). La PGE-1 es crucial para mantener el
conducto arterioso persistente en la cardiopatia congénita critica para la supervivencia y
paliacion de los bebés especialmente prematuros hasta que se disponga de una intervencion

cardioquirdrgica (48).

Figura 8.Estructura de Prostaglandina E1 Extraida de: National Center for Biotechnology
Information. PubChem Database. Alprostadil,
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Segun estudios de Lui X.L. en ratas cirrGticas tratadas con PGE-1 tenian menos
hepatoesplenomegalia, menores niveles séricos de alanina aminotransferasa y presiones
portal, y una presion arterial mas alta que las ratas cirrdticas tratadas con placebo. Se
menciona que existe diversos mecanismos de citoproteccion hepatica de PGE-1: inhibe la
citotoxicidad mediada por células T, mejora la sintesis de ADN del higado lesionado después
de una hepatectomia parcial mediante la estimulacion de la produccion de AMP ciclica,
aumenta el nivel de ATP en el tejido hepatico para acelerar la recuperacion de la funcién
respiratoria mitocondrial después de la reperfusion, y microviscosidad de membrana
estabilizadora (49).

Las prostaglandinas se liberan en la sangre de las células en respuesta a estimulos
mecénicos, neurales y hormonales y, a su vez, pueden afectar las funciones de las células
sanguineas. Las prostaglandinas en concentraciones muy bajas (hano molar) controlan las
funciones de eritrocitos y plaquetas. Los eritrocitos humanos son altamente sensibles a las
prostaglandinas, aunque no exhiben actividad adenilato ciclasa. Aunque los eritrocitos
humanos no parecen sintetizar o degradar las prostaglandinas, responden directamente a las
prostaglandinas en concentraciones plasmaticas (50).

Segun estudios se evidencié que las plaquetas pueden sintetizar PGE-1, que a su vez es
un potente inhibidor de la agregacién plaquetaria. Las plaquetas son capaces de sintetizar
PGE-1, a partir del acido dihomogammalinolénico (DGLA) (C20: 3), el metabolito de la
desaturasa A6 del acido linoleico, y se cree que es uno de los reguladores fisiologicos
enddgenos de la funcién plaquetaria. Se ha encontrado que el aumento de los niveles de
CAMP conduce a la inhibicion de la agregacion plaquetaria, también estimula la sintesis
intracelular de PGE. La estimulacion de la sintesis de PGE-1 por cCAMP en plaquetas también
se logré mediante el uso de PGD:z y PG>, que se sabe que aumentan los niveles de CAMP en
estas células. Puede ser posible que el aumento de cAMP por prostaciclina o PGD> sea un
efecto directo de esos prostanoides, o sea mediado indirectamente a traves de la produccion
de PGE, en la plaqueta (45).
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El efecto que provoca la Prostaglandina E1 en las plaquetas es de estimular la actividad
de la enzima adenilato ciclasa, lo que tiene como accidn de ser un potente inhibidor de la
agregacion plaquetaria in vitro. En especifico, PGE-1 se une al receptor de prostaciclina (IP)
en plaquetas, aumenta el CAMP intracelular que inhibe activacion de fosfolipasa C, y reduce
la movilizacion de calcio de tiendas intracelulares (51) (Figura 9). Segun estudios de lyu, el
receptor EP3 estd involucrado en la mediacion de los efectos de PGE1 en la funcion
plaquetaria, por lo tanto, los efectos generales de PGEL en la funcion plaquetaria reflejan un
equilibrio entre los efectos opuestos en los receptores EP3 e IP sin la participacion de EP4
(52).

ACTIVACION
PLAQUETARIA

INHIBICION
PLAQUETARIA

ADENILATO
CICLASA

PGE, ===——=)E

Figura 9. Receptores de PGE1 y PGE2. Su efecto en la adenilato ciclasa, que median en la
funcién plaquetaria. Modificada de lyu (52).

Por lo tanto, la PGE-1 antagoniza los efectos de la activacion del receptor P2Y1. La
activacion de P2Y1, que es un receptor acoplado a Gq unido a la fosfolipasa C, genera inositol
1,4,5-trisfosfato y va seguido de liberacion de Ca?*, lo que da como resultado la activacion y
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agregacion plaquetaria (51).

Es sabido que la PGE-1 inhibe la agregacion plaquetaria, por aumentar los niveles de
cAMP, mediando sus efectos antiplagquetarios. Recientemente se ha vinculado a esta ruta con
la inhibicion de la liberacion del péptido AB por las plaquetas, ya que se esclarecié que la
ruta de CAMP / PKA juega un papel clave en la regulacion de la secrecion de AP en las
plaguetas humanas, al menos en parte debido a la inhibicion de la actividad de la calpaina
(22).

En dicho estudio, sin embargo, no se abordaron los posibles gatillantes fisiologicos de
esta ruta. En este sentido, nuestros resultados sugieren que la PGE-1, mediante su receptor
IP podria ejercer este efecto. Sin embargo, para corroborar que la PGEL actla por esta ruta
es necesario disefiar experimentos que evallen los efectos de esta molécula empleando por
ejemplo bloqueadores de sus componentes, asi se podria demostrar que la PGE-1 influye en
el procesamiento o posterior secrecion del péptido AP plagquetario, y por tanto prevenir o

disminuir la progresion de la EA que se sugiere como objetivo en este trabajo experimental.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la PGE-1 es capaz de inhibir la secrecion plaquetaria del péptido ABao

asociada a la activacion de la calpaina inducida por TRAP-6.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto antiplaquetario de la PGE-1 ante la activacion inducida por TRAP-6.

e Estandarizar metodologia que permita verificar la secrecién del péptido ABao por las
plaquetas.

Determinar que la PGE-1 inhibe la activacion de la calpaina y liberacion del péptido
AP4o inducido por TRAP-6.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 TOMA DE MUESTRA.

Se reclutaron voluntarios aparentemente sanos, sin factores de riesgo cardiovascular y sin
consumo de medicamentos antiplaquetarios y antiinflamatorios no esteroidales (AINES)
durante los ultimos 10 dias. Luego de firmar el consentimiento informado, se obtuvo una
muestra de sangre total para aislar plaquetas. Brevemente, se obtuvo 20 mL de sangre total
mediante venopuncion del antebrazo utilizando sistema Vacutainer 21G x %” (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA) con citrato de sodio 3,2% . Posteriormente

las mezclas se homogenizaron por inversion.

5.2 OBTENCION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS (PRP) Y PLASMA
POBRE EN PLAQUETAS (PPP)

Para la obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP),
las muestras obtenidas de donantes voluntarios, se centrifugaron por 10 minutos a 1.200
rpm a temperatura ambiente (Eppendorf centrifuge 5804) (Figura 10). Posteriormente se
extrajo una alicuota de 1 mL de PRP de cada tubo y se traspasé suavemente a un tubo
pléstico.

Se le realiz6 recuento de plaquetas en el contador hematolégico VALTEK BC3000
(Figura 11) a la muestra de PRP. A continuacién, los tubos iniciales fueron a centrifugados
10 minutos a 3.500 rpm para obtener el PPP. El recuento del PRP fue ajustado con PPP a
un recuento entre 200.000-300.000 plaquetas/uL.
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Figura 10.Centrifuga EPPENDORF Figura 11. Contador Hematolégico

CENTRIFUGE 5804 VALTEK BC3000

5.3 AGREGACION PLAQUETARIA

La agregacion de plaguetas se monitorizé por la deteccion de cambios de trasmision de luz
del PRP ajustado. En primer lugar, se calibré el agregémetro Lumi-dual (Chrono-Log
corporation, Haverton, Pensilvania, USA) (figura 12) con PPP (blanco de reaccion), se
agreg6 410 pL de PRP ajustado a la cubeta de reaccion que contenia en su interior una barra
magnética que permite que el PRP se mantenga en agitacion. Luego se estimularon o no con

TRAP-6 10 uM vy se registraron los resultados durante seis minutos.

El PRP fue pre incubado por 3 minutos a 37°C y luego se adicion6 Prostaglandina 1
(PGE-1) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final 20 uM en la cubeta. Posteriormente, se
estimul6 con el agonista TRAP-6 10 uM (Trocris bioscience, Bristol, Reino Unido) para

iniciar la agregacion plaquetaria, siendo el volumen final de reaccion 416 pL.
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La determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados se expresaron como
porcentaje de agregacion maxima, pendiente, area bajo la curva y tiempo lag de acuerdo al
software AGGRO/LINK (Chrono-Log corporation, Haverton, Pensilvania, USA).

La inhibicion de la agregacion fue calculada de la siguiente formula:

% de inhibicion de la agregacion = (100 -_(%A9X - 100))

%AgC

en donde % AgX: agregacion promedio del componente en estudio y %AgC: agregacion

promedio del control negativo.

Figura 12.Agregometro CRONO-LOG 560

5.4 DOT BLOT
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La técnica Dot Blot es una técnica para la inmunodeteccion similar al Western Blot, pero
difiere en que las proteinas a estudiar no estan separadas electroforéticamente (53). Para
utilizar la técnica de Dot Blot no se requiere de equipos especiales y puede ser utilizado como
un ensayo cualitativo para determinar la expresion de alguna proteina o anticuerpo especifico.
Se deben establecer las condiciones optimas de trabajo que permitan utilizar la técnica del

Dot Blot para determinar la expresion del péptido Aao.

5.4.1. LAVADO DE PLAQUETAS

La muestra previamente extraida se centrifugd (Eppendorf centrifuge 5804) a 1200 rpm por
10 min, previamente traspasada a un tubo cénico. Finalizada la centrifugaciéon en el
sobrenadante el PRP. De esta fase se extrajo aproximadamente 1,3 mL, se agregd en un tubo
eppendorf junto con 0,2 mL de ACD (este paso se realiz6 para 3 tubos), se centrifugaron en
una microcentrifuga a 3000 rpm por 10 min. En esta etapa se elimino todo el plasma del tubo
(se guardd para un posterior uso) y se mantuvo el boton de pellet plaquetario, se disperso por
las paredes del tubo 0.2 mL de ACD, con la finalidad de resuspender el pellet. Se prosiguid
de misma manera que la anterior, para extraer el ACD (se denominara ACD1) manteniendo
el boton con las mismas condiciones de cuidado, y agregar ACD nuevamente, para
resuspender el botdn. Paralelamente al eliminar el ACDL1 se afiadid TAF, para homogenizar
la muestra donde se denomind “LAVADO 1” donde se midié mediante técnica Dot Blot la

expresion del péptido ABao plaquetario.

Al continuar con los mismo pasos, se extrajo el ACD (se nombro como ACD2), siguiendo
el procedimiento se adicion0 0,4 mL de TAF, y se denomino como LAVADO 2.. La muestra

final se midi6 con técnica Dot Blot.

5.4.2 DISPOSICION DE MUESTRA (GOTA)
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Para estandarizar la deposicion de la gota en la membrana de polivinil disulfato (PVDF)
(Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), el primer paso fue dimensionar el cuadro de trabajo
en la membrana, en donde se graficé cuadros de 1cm X 1 cm, midiendo con regla, se puede

observar en la figura 13 y 14.

Figura 14.Membrana PVDF dimensionada en cuadros 1cm x 1cm
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Con la membrana de trabajo dimensionada, se activd en metanol durante 15 segundos,
luego se lava con agua destilada y buffer de lavado entre 2 minutos cada uno, en diferentes

recipientes. Figura 15

Figura 15.Recipientes con metanol, agua destilada y Buffer de lavado.

Posteriormente se verifico el estado de humedad de la membrana, esto es muy importante
para la forma y deposicion de la gota, para la fijacion de la muestra en la membrana, y asi
obtener resultados adecuados en la visualizacion del Dot Blot. Mucha humedad o sequedad

alteraban los resultados en la técnica (Figura 16).
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Figura 16. Humedad de membrana PVDF y forma de gota (muestra).

Al concluir estos pasos, se procede a realizar la técnica Dot Blot para determinar la expresion

del péptido Aaso por parte de las plaquetas.

5.5 MEDICION DE LA ACTIVACION PLAQUETARIA

La activacion plaquetaria fue determinada por la expresion de P-selectina en la superficie
plaquetaria. Un volumen de 204 pL de las muestras con una concentracion aproximada de
100.000 plaquetas/uL fueron pre-incubadas durante 5 minutos a 37°C. Después, fueron
estimuladas por 10 minutos con TRAP-6 10 uM. Posteriormente, se detuvo la reaccion en
hielo por 5 minutos. Se obtuvo una alicuota de 10 uLL que fue marcada con 1 uL de anticuerpo
anti-CD62P (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, California, USA) se incubaron durante 30
minutos en oscuridad. Después las muestras se analizaron en citdmetro de flujo BD Accuri
C6 (Figural6) (BD, Biosciences, EE.UU.).

Figura 16.Citdmetro de flujo BD Accuri C6
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Las poblaciones de plaquetas se seleccionaron mediante el tamafio (FSC) y complejidad
(SSC). La lectura de la muestra se procesé hasta alcanzar 3.000 eventos por muestra. Las
intensidades de fluorescencia de las poblaciones marcadasse expresaron en histogramas
donde la positividad del marcaje fue establecida usando una muestra no marcada sometida a

las mismas condiciones de incubacion que las muestras con el anticuerpo.

5.6 CUANTIFICACION DE LA SECRECION DEL PEPTIDO Ao

La secrecion del péptido APso fue analizado luego de la estandarizacion de las
condiciones evaluadas para dot blot. Una vez determinadas las condiciones idoneas, se
determinaron condiciones que podrian modular la liberacion del péptido. Las muestras
suspendidas en TAF procedentes de la estandarizacion se ajustaron a una concentracion de
500.000 plaquetas/ uL. Se incubaron por 5 minutos a 37°C y posteriormente sometidas a una
estimulacion con TRAP-6 10 uM o suero salino. En el caso de las muestras procedentes de
voluntarios, una tercera condicion fue evaluada, donde las muestra fueron preincubadas con
PGE-1 antes de adicionar el TRAP-6. Después de 5 minutos las muestras fueron extraidas y
centrifugadas 3000 RPM durante 10 min a 4°C.

EL sobrenadante se depositd 20 uL en una membrana de PVDF (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) previamente activada. Después la membrana fue bloqueada con leche
al 5% en buffer fosfato salino con Tween-20 (PBST) por 15 minutos. Luego, la membrana
fue incubada con anticuerpo anti-Apso (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) durante 2 horas
a temperatura ambiente, y finalmente lavaba con buffer PBST, e incubado con anticuerpo
secundario de anti- IgG de conejo unido a peroxidasa de rabano (Biomada, Foster City, CA)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego de un lavado final, las proteinas especificas
fueron detectadas mediante quimioluminiscencia, adicionando el sustrato para la peroxidasa
del anticuerpo secundario Pierce ECL Western (Thermo Fisher Scientific, MA, USA).
Finalmente se expuso la membrana a un film fotosensible, en condiciones de oscuridad. Se

analizo la intensidad de los puntos con el software ImageJ (National Institutes of Health,
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Bethesda, Maryland, USA). Todas las mediciones fueron realizadas con 3 voluntarios.
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6. RESULTADOS

6.1 La PGE-1 inhibe la agregacion plaguetaria

Con el fin de obtener un control de la técnica a utilizar, se preincubo PRP (plasma rico
en plaquetas) por 3 minutos, junto con PBS, misma solucion que se encuentra para
posteriormente agregar el agonista TRAP-6 (10 uM), el cual provoca agregacién plaquetaria.
Con esto se obtiene un control positivo para la técnica. Todas las mediciones se realizaron

por duplicado.

Al realizar el control, se utilizd PPP (plasma pobre en plaquetas) del mismo voluntario,
como blanco para la transmitancia de la luz en el equipo. Con este resultado se verificd que

la técnica funciona y fue controlada.

Al utilizar la PGE-1 (5,6 uM), se observa que inhibi¢ la agregacion plaquetaria, lo que se
confirma que el compuesto es un antiplaquetario (Figura 17). Ademas se utilizaron distintas
concentraciones de PGE-1 para establecer el rango de trabajo con que se utilizara para
experimentar los siguientes pasos y técnicas correspondientes, ya que esto es fundamental ya
que encontrar el rango ideal de trabajo permitira conocer el cual es la concentracion de PGE-
1, inhiba completamente la agregacion plaguetaria y asi no aumentar la concentracion y que

el efecto antiagregante sea el mismo.
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Figura 17. Agregacion plaquetaria

El plasma rico en plaquetas fue preincubado y posteriormente activado en presencia de:

TRAP, cual es control positivo de la técnica, y la PGE-1 (5,6 pug/mL) inhibe la agregacion
plaquetaria.

6.2 Expresion de liberacion de péptido Ap40 con efecto de la PGE-1.

La caracteristica de esta técnica, que es un inmunoensayo que se utiliza frecuentemente
para estudios de secrecion celular. El péptido AP es una proteina secretada, se estandarizé
los pasos para determinar la presencia de esta proteina en la secrecion plaquetaria. En primer
lugar, los resultados del dot blot muestran diferencias entre cada lavado de plaquetas, ya

mencionado en la metodologia, la cual se utilizo con diferentes condiciones: Basal y TRAP-
6.

Se demuestro que con dos lavados podemos ver una diferencia en la liberacion (figura 18)

,con uno solo lavado se observd que todavia existe una interferencia de proteinas
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inespecificas con el anticuerpo, por posible residuos de plasma debido a la tecnica, ya que no
existe diferencia de las condiciones de basal, con respectivo al TRAP-6 que es el agonista, lo
cual se agreg6 una nueva centrifugacion, y el resultado fue el esperado con respecto a la

condiciones, ya que el se observa la diferencia entre estado basal y el activado.

LAVADO 1 (L1) LAVADO 2 (L2)
301
BASAL (B) ‘
* |

104

Fluerescencia Total Reativa (FTR)

s ; e
TRAP-6 (T) . ‘
B ‘ “‘ I I—__l

L2T L2B  L1T L1B

Figura 18.Expresion de péptido Ap40 en Dot Blot. Dot blot con la diferente expresion de

acuerdo al lavado plaquetario correspondiente.

Ademas se realizd Dot blot con diferentes condiciones (figura 19), como el control, se
utilizé Trap-6, como control positivo, Forskolin, un diterpenoide que aumenta los niveles de
cAMP mediante la activacion de adenilil ciclasa, debido a que se han utilizado diferentes
concentraciones de forskolin en estudios previos para incubar con plaquetas (0.1-100 mM)
(54), se utilizd6 como control negativo, para asegurar que hubiera reaccion con la ruta en
estudio, por efecto de aumento de cAMP, se inhibe la agregacion plaquetaria y se inactiva la
actividad de la calpaina, esto se aseguro en estudios anteriores de Sepulveda y cols (22), con
esta ruta de la calpaina bloqueada disminuye la secrecion del péptido AB40. Con esto
podemos homologar que la PGE-1 si inhibe la liberacion del péptido. Ademas se comprobo

con diferentes concentraciones de PGE-1 para observar el efecto en la liberacion del péptido.
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Figura 19. Expresion de péptido AB40 con diferentes condiciones. B: Basal; T:Trap-6; F:
Forskolin (20 uM); PGE-1 (ug/mL) 2, 20, 50, 100.

6.3 Activacion plaquetaria no es afectada por lavado adicional.

Para iniciar la técnica de citometria de flujo se ejecutd un control para los cuadrantes para
identificar el marcaje de las plaguetas, se utilizé con filtros sin marcar para plaquetas y el

marcaje CD61 especifico de plaquetas (Figura 20).

Al activar las plaquetas con TRAP-6 (10 uM), se puede observar un aumento de
activacion plaquetaria desde un 30,2% % (Figura 21A) a un 80 % (Figura 21B). Por lo tanto,
el TRAP-6 (10 uM), produce una activacién plaquetaria importante en comparacién con el
estado basal no activado con TRAP-6 (10 pM).
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Figura 20. Controles citometria de flujo A) graficos de puntos dividido en cuatro
cuadrantes de poblacion plaquetas sin marcaje empleando filtro FL1. B) gréaficos de puntos
dividido en cuatro cuadrantes de poblacién plaquetas sin marcaje empleando filtro FL2. C)
Grafico de puntos dividido en cuatro cuadrantes, marcaje CD61 (cuadrante UR) positivo
como plaquetas.

En la figura 21 se observa que con los diferentes lavados, no afecto a la activacién de las
plaquetas con su posterior activacion con agonista TRAP-6, por lo que se concluye que con
el lavado adicional que se realiz6 para la estandarizacion del dot blot, no se vio afectado por
lo que se puede afirmar que el lavado 2 es representativamente igual su activacion y posterior

secrecion de péptido Ap.
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7. DISCUSION

En este estudio se pretendié demostrar in vitro la inhibicion de la secrecion del péptido

APao en plaquetas, utilizando como inhibidor PGE-1, un antiagregante plaquetario.

La EA es un trastorno neurodegenerativo relacionado con la edad que es la forma mas
comun de demencia senil. En esta enfermedad, la oligomerizacion y la agregacion de los
depositos de péptidos AP ocurren en el cerebro (55). Estos depdsitos son importantes en la
patogénesis de la EA que contiene principalmente 40-43 péptidos de residuos de aminoacidos

autoagregados (56).

Las plaquetas son una fuente importante de péptido AB40 en el torrente sanguineo, lo que
podria contribuir a la acumulacion en el cerebro y los vasos cerebrales (57). Asi mismo las
plaquetas activadas contribuyen a mas del 90% del AB40 circulante, una vez en circulacion
esto puede unirse a tres posibles receptores en plaquetas como PARL1 (receptor de trombina
y activador de calpaina), integrina allbb3 y RAGE (31, 58). Por los mecanismos y rutas ya
mencionadas en este trabajo, se concluye que la union del péptido AB40 a las plaquetas
promueve la secrecion de mas péptido que inicia un circulo vicioso de activacion plaquetaria
y sobreproduccién de AB40 (31).

El TRAP-6 al ser un analogo de la trombina, es capaz de activar las plaguetas a traves del
receptor P2Y lel cual induce aiin mas la activacion de la plaqueta, ya sea de manera autocrina,
asi como paracrina, a través de la liberacién de ADP desde sus granulos (51). La activacion
de plaquetas esta mediada a través de un sistema dual de receptores acoplados a proteina G
en las plaquetas de los seres humanos (59). El prototipo de esta familia, se activa y entonces
se escinde su dominio extracelular amino-terminal (exodominio) en un sitio especifico. Esta
escision desenmascara un nuevo terminal N que sirve entonces como un ligando atado,

uniéndose intramolecularmente al cuerpo del receptor para efectuar la sefalizacion
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transmembrana (60). El efecto de la trombina, inicia diversas vias sefializadores, y activacion
de varias quinasas, incluyendo tirosina, serina/treonina, MAPK y PI3K (25), lo que va a
provocar entonces una activacion plaquetaria, con la consiguiente agregacion y secrecion.
Dado que la activacion va a ser a través de receptores acoplados a proteinas G, tambiéen se va
a ver la activacion de una proteina llamada calpaina (44), la cual se cree esta implicada en lo

que es el procesamiento de la APP y posterior liberacion del péptido AP desde las plaquetas.

En el presente estudio, y de acuerdo a los resultados obtenidos se demuestra que, en
plaquetas tratadas previamente con PGE-1, y activadas con TRAP-6 se produce una
inhibicion plaquetaria de un 98 %, dado que la PGE-1 es capaz de inducir una respuesta
plaquetaria que contrarresta la sefializacion intraplaquetaria relacionada a la activacion del
receptor IP. La PGE-1, se caracteriza por tener efectos antiplaquetarios, produciendo primero
una produccion de la adenilato ciclasa y la consiguiente elevacién de cCAMP (51), lo cual esto

provoca un efecto negativo en la activacion de la proteina calpaina, la cual la inhibe.

En plaquetas, la actividad de la calpaina, es regulada positivamente por el Ca*? y
negativamente por el CAMP y PKA. La ruta cAMP-PKA es capaz de regular los niveles de
Ca*?, lo que se abordd en un estudio realizado por Yan, R. y cols. (2009) en donde se hace
mencion que la activacion de PKA por cAMP inhibe la liberacion de calcio desde los
almacenes intracelulares, y por el contrario, la inhibicion de PKA conduce a la liberacion de
calcio desde el sistema tubular denso (61). Esto sugiere que la inhibicion de PKA podria
favorecer la activacion de la calpaina. Por otro lado, en un estudio realizado por Ferreira, A.
(2012) menciona que la fosforilacion podria también estar involucrada en la regulacion de la
calpaina, y a pesar que el papel de la fosforilacion en la actividad de la calpaina no ha sido

completamente dilucidado, sugiere que la PKA va a inhibir su actividad (38).

De acuerdo con lo anterior, para asegurar que la PGE-1 actla sobre la via de la calpaina
y validar la hipotesis de que la via cCAMP/PKA juega un papel clave en la regulacion de la
activacion de la calpaina y la secrecion de Ap en las plaquetas humanas, primero, se definio
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la concentracion a utilizar de PGE-1, donde el rango de trabajo fue de 5,6 uM, ya que esta
concentracion se inhibio alrededor del 99% la agregacion plaquetaria. A continuacion se
realizo, la tecnica dot blot, donde se agrego forskolin para los ensayos, el efecto de forskolin
(20 mM) sobre la activacion plaquetaria se verificd luego esta concentracion coincidié con
la utilizada por otros autores, que intentaron inhibir la actividad plaquetaria aumentando los
niveles de cCAMP (22), con esto se confirma que inhibir la funcion plaquetaria aumentando

los niveles de cCAMP se disminuye o inhibe la secrecion del péptido Ap40 plaquetario.

Cabe destacar, ademas, que a la calpaina plaquetaria se le ha atribuido el producto del
procesamiento de APP durante la activacion plaquetaria (6). En un estudio realizado por
Chen, M. y cols. (2000), apoya el hecho de que en el procesamiento normal del APP se
encuentra participando la calpaina; comentando ademas el hecho de que muchos agentes que
potencian la secrecién de productos de APP como el péptido AP, activan sefiales de Ca*?,
mientras que otros reactivos que disminuyen los productos de APP, también inhiben la accion
de Ca*2 (34).

Ahora bien, en un estudio realizado por Canobbio, I. y cols. (2015), hace mencion a un
aumento de la expresion de P-selectina en la superficie de las plaquetas en pacientes que
presentaban EA, lo que demuestra que existe secrecion desde los granulos a de las plaquetas
cuando se activan, haciendo mencion ademas, que las plaquetas una vez activadas pueden
liberar péptido Aaso en circulacion aumentando su concentracion local, y contribuyendo a la
acumulacion de péptido APao. Por ende, al haber una menor expresion de la P-selectina en
plaquetas, se espera que exista una menor secrecion del péptido ABao, dado que la expresion
de P-selectina evidencia secrecion de los granulos alfa de las plaquetas, por ende, al haber
una menor expresion, se espera que exista una baja secrecion del péptido APaso. En este
estudio, se pudo comprobar que en efecto, al haber una menor expresion de P-selectina en
plaquetas pre- tratadas con PGE-1, la secrecion que se producia del péptido APa4o en plaquetas

en las mismas condiciones, se vio disminuida.

47



La P-selectina se transloca rapidamente a partir de granulos alfa de plaquetas después de
la activacion plaquetaria (62). Se producen sefiales por citoquinas que van a inducir una
expresion diferencial en las células endoteliales de moléculas de adhesion ICAM-1y VCAM-
1, asi como también de P-selectina; la cual se libera de los granulos de almacenamiento
intracelular para una respuesta rapida y corta a las citoquinas (63). En este sentido se ha
demostrado que el aumento de los niveles de CAMP regula la expresion de P-selectina a
través de la activacion de PKA (64); cuando un ligando se une a un receptor que interacciona
con una proteina G constituida por una subunidad a, se activara la adenilato ciclasa,
aumentando la concentracion de cAMP, con la consiguiente activacion de la PKA, y
mediante la fostorilacién de residuos especificos de serina y treonina en las proteinas, PKA
regula la actividad de proteinas efectoras de esta manera se puede entender por lo tanto, la
accion inhibitoria de la PGE-1 sobre la expresion de P-selectina, dado que primero es capaz
de inhibir la agregacion plaguetaria como se mencionaba anteriormente e inmediatamente
detener la via completa recién indicada, llevando finalmente a una disminucién de la P-

selectina en las plaquetas.

Es muy probable que este efecto este asociado a un aumento en los niveles de Ca*?
intraplaquetario, dado que esta es una condicidn necesaria para la activacién de la calpaina;
y la sefializacion mediada por el receptor P2Y1 es capaz de producir este efecto (65). La
activacion de la calpaina provocara una serie de eventos en el interior de la plaqueta mediados
por protedlisis de proteinas citoesqueléticas, incluyendo la subunidad b3 de la integrina
allb3b. Ha sido propuesto que juega un papel esencial en la secrecion, agregacion y
retraccion de granulos plaquetarios de coagulos sanguineos unidos a fibrina (43), asi como
también se ha propuesto una participacion en la liberacion del péptido Ap.

Finalmente, en este estudio la estimulacion de las plaquetas con TRAP-6 indujo un
aumento en la secrecion del péptido AB40. Esta secrecion estaria probablemente mediada por
escision del APP via activacion de calpaina. La PGE-1 fue capaz de inhibir esta secrecion
probablemente via aumento en los niveles de cAMP y consecuente aumento en la activacion

de PKA. Esta ultima puede contrarestar los efectos ligados a la sefializacion mediada por el
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TRAP-6, como el aumento del Ca*? intraplaquetario necesario para la activacion de la
calpaina, aunque también es posible que PKA pueda actuar por inhibicion directa de la

calpaina

De acuerdo a los resultados y las rutas expuestas en este trabajo, seria interesante realizar
estudios con voluntarios aparentemente sanos versus pacientes con predisposicion a la
enfermedad de Alzheimer, ya que con esto se podria estudiar con concentraciones
sugerentemente elevadas de péptido ap40, ya que todo este trabajo experimental se llevo a
cabo con voluntarios visiblemente sin patologias, y concluir que con modelos in vivo las rutas

mencionadas estdn completamente en accion como la literatura lo define.
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8. CONCLUSION

En este estudio se pudo comprobar la inhibicion de la secrecion del péptido Apao,

utilizando un agente antiplaquetario, la PGE-1.

Tratamientos contra la EA que sean eficientes, no se han podido esclarecer ain, a causa
de la falta de comprension con respecto a lo que es la fisiopatologia de la enfermedad. En
este estudio, se corroboro la liberacion por parte del péptido APaso, quien compone las placas
seniles de la EA, por parte de las plaquetas, lo que esta estrechamente ligado a las anomalias

vasculares de la EA.

La PGE-1, como era lo esperado, ejercié un efecto antiplaquetario a nivel de agregacién
plaquetaria, disminuyendo sustancialmente los porcentajes de agregacion en las plaquetas
tratadas. Asimismo, ejercio un efecto en la expresion de la P-selectina en la superficie
plaquetaria, inhibiendo la secrecion de los granulos alfa. Por ende, al provocar una inhibicion
de la agregacion plaquetaria, y una inhibicion en la expresion de P-selectina en la superficie
plaquetaria, la secrecion del péptido Aao por parte de las plaquetas, se vio disminuida, dado

gue es necesario que haya una activacion plaquetaria para su sintesis.

Ademas, en este estudio se pudo comprobar, que la actividad de la calpaina se veia
disminuida, cuando se realizaba un pre-tratamiento con PGE-1, y de la misma manera se
producia una disminucion en la secrecion del péptido APaso, 0 que permite inferir que la
calpaina esta incluida en la via por la cual se produce la secrecion del péptido APao

plaquetario.

Finalmente, la PGE-1 es un buen futuro tratamiento para evitar la sintesis del péptido APaso
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desde las plaquetas, y asi evitar que se produzcan las placas seniles, caracteristicas en la

enfermedad de Alzheimer.
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