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RESUMEN:

La enfermedad de Alzheimer (EA) se asocia con la acumulacién anormal de dos proteinas en
el cerebro formando lesiones microscépicas: marafias neurofibrilares y placas amiloides,
constituidas por agregados de la proteina tau y del péptido beta amiloide (PBA) respectivamente.
Debido a que el establecimiento de la EA comienza con la acumulacién del PBA alrededor de las
neuronas interrumpiendo las vias de sefializacion sinaptica, se cree que la inhibicion de la agregacion
podria ser la clave para detener el avance de la enfermedad. Los campos magnéticos (CM) han sido
utilizados en experimentos in vitro e in vivo con fines diversos de investigacién y terapias. Esta tesis
se basa en el estudio del efecto inhibitorio de los campos magnéticos vorticiales (CMV) sobre la
agregacion del PBA. Dichos campos no son homogéneos ni paralelos como los que se usan
comunmente en la mayoria de los estudios reportados empleando bobinas de Helmholtz o
solenoides; lo que representa una estimulacion diferente, con gradientes (direccidon y magnitud) en
el CM. En el presente estudio se disefio, elabord y construyé una bobina tipo Rodin para generar
CMV vy se evalud su capacidad para inhibir la agregacion del PBA en dos modelos: i) en un modelo de
polimerizacién in vitro utilizando Unicamente el PBA recombinante que consistio en la agregacion
del PBA expuesto a CMV de ~ 1.5 mT por 24 h. ii) En el segundo modelo se sometieron células SH-
SY5Y a la citotoxicidad del PBA en presencia de CMV por 24 h con una intensidad de ~ 1.5 mT. El
efecto inhibitorio se analizé mediante espectroscopia de fluorescencia y la técnica de Western blot,
donde se identifico una inhibicion del ~ 86 % en la agregacion del PBA bajo la estimulacion de CMV
con respecto al control sin exposicién. En el modelo celular, los CMV promovieron un incremento de
la viabilidad celular, inhibieron la agregacion del PBA y rescataron a las células de la toxicidad
inducida por el péptido. De esta manera demostramos la efectividad del CM en la inhibicidon de la
agregacion del PBA, estableciendo las bases para préximos experimentos que involucren CMV vy la
inhibicion de otras proteinas con capacidad de auto agregacion anormal, como tau, también
implicada en la EA. Bajo los alcances de nuestra metodologia, los datos sugieren que los CMV podrian
utilizarse en modelos in vivo y posteriormente proponerse como una posible estrategia terapéutica
una vez descartado que no tengan algin efecto adverso en un sistema organico complejo como lo

es el cerebro humano.
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campo magnético vorticial

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is associated with abnormal accumulation of two proteins in the
brain, forming microscopic lesions: neurofibrillary tangles and amyloid plaques, formed by tau
protein and amyloid beta peptide (ABP) aggregates respectively. Since of AD onset is triggered by
amyloid beta accumulation around neurons disrupting synaptic signaling pathways, a proposed
hypothesis suggests that the inhibition of its aggregation could be the mechanistic key to reduce the
progression of the disease. Magnetic fields (MF) have been used in in vitro and in vivo experiments
for different research and therapeutic purposes. Moreover, vortex magnetic fields (VMF) are not
homogeneous nor parallel like those commonly reported employing Helmholtz or solenoids coils. By
contrast, VMF represent a different stimulation forming gradients (direction and magnitude) along
with the MF. In the present study, we aimed to evaluate whether VMF can inhibit in vitro ABP
aggregation. This study was carried out in two models: i) employing a recombinant ABA in vitro
polymerization assay, in which its fibrillation was evaluated after ~ 1.5 mT exposure to VMF for 24
h. and ii) a human neuroblastoma cell line model incubated with ABP, in which SH-SY5Y cells were
subjected to ABP cytotoxicity in the presence of ~ 1.5 mT VMF stimulation for 24 h. For the first
model, the inhibition of ABP aggregates was analyzed using fluorescence spectroscopy and Western
blotting. Inhibition of ~ 86% of ABP fibril formation was obtained when samples were subjected to
VMF, compared to those control samples with without exposure. In the cell model increase of cell
viability was observed after exposure to VMF, and the lack of ABP induced cell toxicity, associated
with the inhibition of ABP aggregation. This data demonstrated the efficacy of VMF in interfering
with in vitro ABP aggregation, which may set the basis for future application on several other prone

proteins to aggregate such those involved in distinct neurological disorders.

Keywords: beta amyloid, magnetic fields, SH-SY5Y cell, Alzheimer's disease, vortex magnetic field
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INTRODUCCION

Enfermedad de Alzheimer (EA)

La demencia es considerada un sindrome caracterizado por una disminucién en las
habilidades cognitivas y funcionales suficientemente significativa para interferir con la vida cotidiana
del paciente; y existen dos clasificaciones: las demencias neurodegenerativas que son mas comunes
en los ancianos, mientras que las no degenerativas, como las lesiones cerebrales traumaticas y los
tumores cerebrales, son casos comunes en los adultos mas jovenes [1, 2]. La forma mds comun de
demencia degenerativa es la EA; se conoce desde 1906 cuando Alois Alzheimer establecié una
correlacion entre la demencia de una mujer de 51 afios con lesiones cerebrales de tipo agregados
proteinicos y pérdida neuronal [3]. La EA se caracteriza por la pérdida progresiva de la memoriay de
las funciones cognitivas en un periodo de entre 5 a 10 aflos o mas, afectando la calidad de vida del
paciente [4], y sumergiéndolo en un deterioro fisico, emocional y de comportamiento;
repercutiendo negativamente su participacion en el ambito familiar, social y econdmico [3, 5]. Es
dificil determinar quién padecera la EA puesto que se trata de una alteracion compleja de causa
desconocida, en la que intervienen multiples factores, donde la edad avanzada y los estilos de vida
son el principal factor de riesgo [6-8]. Menos del 7 % de los casos de EA son de origen genético
causados por mutaciones en los genes que afectan el procesamiento del amiloide (PPA, PSEN1,
PSEN2 y APOE) [9]. La distincion de prevalencia de la demencia entre paises de bajos, medianos y
altos recursos no es estatica, puesto que la expectativa de vida por encima de los 60 afios sigue
aumentando en todas las regiones del mundo [8]. Desde su descubrimiento se han desarrollado
multiples medicamentos y tratamientos, principalmente paliativos, cuyos objetivos se han dirigido a
disminuir el progreso de la enfermedad y manejo de los sintomas; sin embargo, hasta el momento

no existe tratamiento preventivo ni cura para la EA.

La EA se ha asociado con la acumulacion anormal de dos proteinas en el cerebro en forma de

lesiones microscopicas: las placas amiloideas y las marafias neurofibrilares (MNFs) [10]. Las placas
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de amiloide son estructuras esféricas constituidas principalmente de PBA y estdn localizadas en el
espacio extracelular; progresan anatémicamente en la zona limbica y en la corteza asociativa [11].
Por otro lado, las MNFs estan constituidas principalmente por proteina tau (hioerfosforilada), y se
encuentran fundamentalmente en los cuerpos neuronales. Las placas amiloide aparecen primero en
la corteza frontal y luego se extienden por toda la regidon cortical, mientras que tau hiperfosforilada
y las marafias aparecen inicialmente en el sistema limbico (corteza entorrinal, hipocampo vy
circunvolucién dentada) y después se extienden a la regién cortical. Aunque las MNFs estdn mas
asociadas con la severidad de la EA [12], existe evidencia de que la sobreproduccion y acumulacion
de BA en el cerebro es principal factor que promueve la patogénesis de la EA; de ahi el resto del
proceso de la enfermedad, incluidas las MNFs, pérdida celular, dafio vascular y la demencia que sigue

como resultado de esta deposicidon [13, 14].

Fisiopatologia de la EA

Molecularmente, el PBA se origina como resultado de un proceso enzimatico de corte de la
proteina precursora de amiloide (PPA). La PPA es una proteina transmembrana presente en diversos
tejidos y drganos humanos; principalmente en el sistema nervioso central donde bajo condiciones
fisioldgicas normales es proteolizada, y sus residuos interviene en diversos procesos fisioldgicos de
la neurona como la modulacién de la formacion y la funcidn sinaptica, el desarrollo y crecimiento
celular, la comunicacién intracelular, la transduccién de sefiales, la sefializacion nuclear y la

plasticidad estructural y funcional [15, 16].

En general, se sabe que la PPA se metaboliza mediante dos vias diferentes: La via no
amiloidogénica, donde la PPA se fragmenta por accion de la a-secretasa seguida de la y-secretasa,
liberando fragmentos solubles de PPA que intervienen en las funciones metabdlicas normales [16];
y la via amiloidogénica, que en contraste, la enzima que actlda en primer lugar sobre la PPA es la B-
secretasa seguida de la y-secretasa [17], liberando principalmente los péptidos mondmericos de BA
de 40y 42 aminoacidos (BAao y BA42 respectimente) que tienen actividad téxica [18-21]. En el cerebro
de pacientes con la EA, estos mondmeros se agregan progresivamente en oligdmeros, protofibrillas,

fibrillas y finalmente forman las placas BA.
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Se ha considerado que las formas oligoméricas y mas solubles de BA dentro de cierto grado,
son las entidades mas citotdxicas y se ha evidenciado que al acumularse alrededor de las neuronas
en las primeras etapas de la EA podrian ejercer dafios iniciales en el funcionamiento neuronal y
cognitivo, como son alteracién de la sinapsis e interrupcion de sus vias de sefializacion, ya sea
blogueando la potenciacion a largo plazo o modificando la densidad y estabilidad de las espinas
dendriticas [22]. Las alteraciones de las sinapsis y espinas dendriticas en el hipocampo preceden la
degeneracién neural y la mas tardia formacién de placas de BA; sugiriendo que este efecto inicial

incide en el deterioro notable de la memoria [23, 24].

La acumulacion de los diferentes oligdmeros y polimeros del PBA promueven entre muchas
acciones: disfuncién mitocondrial, induccion a la muerte neuronal [25], formacion de canales idnicos
gue resultan en pérdida de la homeostasis de calcio, sobre induccién de la via JINK/SAPK, activacién
de microglia y genes proinflamatorios, formacion de ROS, etc. [26]. Se ha observado que el dafio
gue causan los agregados del PBA en las neuronas, en parte se asocia al incremento de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en el encéfalo, disminuyendo la viabilidad celular e induciendo

neurodegeneracion progresiva por el incremento de placas de PBA [27].

Por otra parte, cuando se acumula el PBA puede formar depdsitos muy insolubles que
adquieren una conformacién de hoja-B-plegada, con diversos grados de fibrilacién [11], llegando a
encontrarse algunas acumulaciones de este péptido en el espacio intraneuronal e intrasinaptico [28,

29], lo que conlleva a una desconexién neuronal propia de la EA [30, 31].

A nivel histopatoldgico, las MNFs provocan trastornos en la actividad de la neurona que la
llevan a una pérdida de su capacidad de transmitir impulsos nerviosos. La proteina tau en
condiciones normales estd asociada al ensamblaje de tubulina en los microtubulos que forman el
citoesqueleto celular, estructura que proporciona soporte en la morfologia celular y estd implicada
en la dindmica del citoplasma en los procesos de transporte interior en la neurona [32-34]. En la EA,
la proteina tau se hiperfosforila y deja de cumplir su papel en el mantenimiento de la estabilidad del
citoesqueleto y en los procesos de transporte, autoagregandose anormalmente en forma de
filamentos helicoidales apareados que constituyen las MNFs y que durante su formacién producen

toxicidad en las neuronas [35, 36].
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Cinética de agregacion del PBA

In situ, los mondmeros de PBA se agregan progresivamente en forma de oligdmeros de bajo
y alto peso molecular, protofibrillas, fibrillas y finalmente placas de BA. Existe un modelo mecanicista
simple para este proceso que implica una polimerizacion dependiente de una etapa de nucleacion,
en el cual, la agregacion depende de ciertos pardmetros como la concentracion de proteinas y el
tiempo de progresion [37]. Ademads, los agregados de amiloide pueden formarse y acelerarse
mediante la incubacion de pequefios oligdmeros iniciadores y de fibrillas preformadas [38]. Asi
mismo, un mal plegamiento del PBA en ambientes solubles e insolubles inducen la agregacion y la
toxicidad en la EA [39]; y aunque son varios los factores implicados en este mal plegamiento de las
proteinas (incluidas aumento de la temperatura, estrés mecanico, pH extremo, estrés oxidante,
glicacién o mutacion), el mecanismo bdsico de formacién de fibrillas parece tener similitudes entre

las diversas enfermedades de tipo amiloidogénico [40].
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Figura 1. Fases de agregacion del PBA [41]: i) fase de nucleacidn vy ii) fase de crecimiento (curva verde). La adicién de
semillas o iniciadores reduce el tiempo de nucleacion e induce la formacion de agregados mas rapidamente (curva
roja).

El proceso de agregacién se caracteriza por presentarse secuencialmente como: i) una fase
lenta de nucleacion/retraso en la que los mondmeros experimentan cambio conformacional/
plegamiento incorrecto y se asocian para formar nucleos oligoméricos (Figura 1) [41]. ii) En la

segunda etapa se tiene una fase de crecimiento, en la que los nucleos crecen rapidamente y forman
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polimeros/fibrillas mas grandes. Finalmente, iii) una fase estable o de saturacién, donde hay un

equilibrio entre polimeros formados y mondmeros del péptido (Figura 2).

Mondomero
- Fibrilla
’ Fibrilla *
Aumento Aumento
I 1
Monomero & Cn
/ Nicleo
: S —
° ) Tiempo ===  Tiempo =
cﬂ w Proteina e de retraso

Figura 2. Curva cinética idealizada para la formacion de fibras de amiloide [35]. Por encima de la CR, toda la proteina

afiadida se incorporara en las fibras de modo que la concentracion de mondmero nunca exceda CR (izquierda). Este

comportamiento se ve en equilibrio. Durante el tiempo de nucleacién/retraso, la solucion sobresaturada permanece
cinéticamente soluble en una concentracion que apenas excede la CR (derecha).

A diferencia, una polimerizacion simple se caracteriza por lo siguiente: (i) no se produce
agregacion (fibrillas) a una concentracion de proteina por debajo de la concentracion critica (CR), los
mondmeros son la especie predominante (Figura 2) [37]. La CR es equivalente a una constante de
equilibrio de crecimiento y describe la solubilidad de la proteina bajo condiciones de estado
estacionario. (ii) A concentraciones proteicas que superan la CR en una pequefia cantidad, hay un
tiempo de retraso antes de que ocurra la polimerizacidén. Después de este tiempo de retraso la
concentracién de polimero continla aumentando, pero la concentracion de mondmero permanece
igual; (iii) durante el tiempo de retraso, la adicién de una semilla da como resultado la polimerizacién

inmediata (Figura 1, curva roja).

La CR se puede medir mediante la concentracién de BA que permanece en solucién después
de la formacion de fibrillas una vez que se haya alcanzado el equilibrio; sin embargo, determinar la
CR de BA es dificil debido a la variacion en los componentes del buffer usado y los métodos para
cuantificar mondmeros y fibrillas. En condiciones "fisiologicas" (pH 7-8, 5-100 mM de sales, y 25-37°
C) hay un consenso cualitativo de los experimentos realizados. Los monémeros de BAso tienen una

CR ligeramente mayor que los mondmeros PAs,. El péptido BAso forma fibrillas de amiloide
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rapidamente a concentraciones mayores a 100 uM. Sin embargo, se ha observado agregacion
espontdnea a concentraciones entre 20 uM y 80 uM debido muy posiblemente a la presencia de una
pequefia cantidad de semillas de fibrillas no disuelta en el stock de solucion. En concentraciones
bajas de BAs2 20-25 uM, se ha observado agregacion dentro del tiempo requerido para realizar la

medicidn inicial (minutos). En 8 UM de BA4y, se observd una agregacion significativa dentro de las 12

h [37].
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Figura 3. Cuatro rutas diferentes de agregacion diferentes [40]. a) Las proteinas nativas se pliegan mal y experimentan
cambios conformacionales para formar protofibrillas y fibrillas maduras, b) monédmeros mal formados forman
oligémeros fuera de ruta que no terminan en fibrillas, c) las fibrillas maduras se fragmentan para formar oligdmeros
fibrilares (originados a partir de fibrillas) que nuevamente se agregan para formar fibras maduras. d) Las fibrillas
maduras actlan como una plantilla para la oligomerizacién y catalizan la reaccién de nucleacién secundaria formando
oligémeros difusibles a partir de los mondmeros.

En la ruta de agregacion del BA las fibrillas maduras pueden fragmentarse para formar
oligémeros fibrilares (originados a partir de fibrillas) que pueden agregarse nuevamente para formar
fibrillas maduras (Figura 3 c). Cohen et al., 2013 agregd una nueva dimension al modelo de fibrilacién
ya existente, demostrado in vitro un modelo de nucleacién secundario para la formacion de fibrillas
utilizando el péptido BA42 [40]. Este modelo sugiere que las fibrillas maduras catalizan la reaccion de
nucleaciéon secundaria formando oligdmeros difusibles a partir de los mondmeros (Figura 3 d). Esta
reaccion depende de la concentracion de proteina nativa (mondmeros) y fibrillas a diferencia de la

reaccion de nucleacion primaria, que depende Unicamente de la concentracién de mondmero de
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proteina [38]. Existe una longitud de secuencia de aproximadamente 100 residuos en la que se
predice que las fibrillas de amiloide tendran su maxima estabilidad en relacion con el estado soluble
correspondiente; y la estabilidad relativa para la formacion de amiloide en estados nativos, al menos
para proteinas pequefias, es consecuencia de factores cinéticos que termodindmicos, que estdn

asociados con el proceso de agregacion [42]

Como ya se menciond, estudios recientes sugieren que los oligdmeros intermedios formados
durante la fibrilacién son especies mas toxicas que las fibrillas maduras [22-24, 43]. Por otro lado, en
algunos casos, se ha propuesto que la formacién de fibrillas maduras es quizas un mecanismo que

evita la permanencia y accion de los oligdmeros téxicos [40] .

In vitro, para preparar consistentemente formas oligoméricas vy fibrilares de BAa4z, se requiere
un conocimiento detallado de cémo los parametros de la solucién influyen en la estructura de los
polimeros. Al utilizar inicialmente un material bioquimico estructuralmente homogéneo y no
agregado, se puede demostrar que la formacion de oligémeros, fibrillas y agregados fibrilares esta
determinada por el tiempo, la concentracion, la temperatura, el pH, la fuerza idnica y la especie BA
en la mezcla de la reaccion. A 10 nM de BAa42, se induce neurotoxcicidad significativa. Los oligémeros
reducen la viabilidad neuronal 10 veces mas que las fibrillas y aproximadamente 40 veces mas que

el péptido no agregado [44].

Estructura del PBA
En relacién con las estructuras de los aminoacidos, en Ultima instancia, las cadenas laterales

ayudan a determinar la forma tridimensional de una proteina, asi como de su reactividad quimica.
Los mondmeros del PBA con un peso molecular de 4 kDa contienen en el amino (N-)terminal
regiones hidrofilicas (residuos 1-28, excepto 17-21), mientas que residuos hidrofébicos, que en una
molécula comun tienden a encontrarse en el interior de la misma, se encuentran en el extremo
carboxilo (C-)terminal (residuos 17-21 y 30-42) con alta probabilidad de hojas B (Figura 4 y Figura 5)
[45-47]. El aspartato (D) y glutamato (E) con grupos carboxilo que tienen carga negativa; asi como la
lisina (K) y arginina (R) con carga positiva, siempre estan cargadas en condiciones fisioldgicas y suelen
situarse en la superficie de la proteina con la facilidad de rodearse de agua o interactuar con otras

sustancias idnicas o polares [48]. Se considera que la fibrilacion de amiloide estd impulsada por
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interacciones principalmente hidrofébicas [49], sin embargo las interacciones eléctricas también

tienen un papel importante [47].

Principalmente residuos polares con varias
cadenas laterales con cargas positivas y negativas
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Figura 4. Secuencia de aminoacidos del BA42. Se muestran residuos hidréfobos en verde, polares en amarillo y con
carga en rojo; asi como las regiones de giros B y conformacién a de estructura secundaria y regiones de hidrofobicidad.

Petkova, et all, 2002 [47], en un estudio de espectroscopia de RMN de estado solido,
describieron un modelo estructural para las fibrillas amiloides formadas por el péptido BAaso:
Aproximadamente los primeros 10 residuos estan desordenados estructuralmente en las fibrillas.
Los residuos 12—24 y 30—40 adoptan conformaciones de cadena B y forman ldminas B paralelas a
través de enlaces de hidrogeno intermoleculares (Figura 5a). Los residuos 25-29 contienen una
curvatura del esqueleto peptidico que pone en contacto las dos [dminas B a través de interacciones
de cadena lateral a cadena lateral. Una sola unidad cruzada B es entonces una estructura de hoja
de doble capa con un nucleo neutro e hidrofébico (Q15, L17, F19, A21, 131, M35 y V39) y una cara
hidrofdbica (A30, 132, L34, V36 y V40). Las Unicas cadenas laterales cargadas en el nucleo son las de
D23 y K28, que forman puentes salinos (Figura 5b). Otras cadenas laterales cargadas y polares se
distribuyen en la cara opuesta, en el lado convexo de la curva y en el segmento N-terminal. Las
fibrillas con masa minima por longitud y diametro consisten en dos unidades B cruzadas con sus

caras hidrofdbicas yuxtapuestas (Figura 6a).
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Figura 5. Modelo estructural para las fibrillas AB40 [47] (a) Representacion esquematica de una sola capa molecular
cruzada-B; Los residuos 1 a 8 se consideran desordenados y se omiten. La flecha amarilla indica la direccion del eje
longitudinal de la fibrilla. La unidad  cruzada es una estructura de doble capa, con hojas B paralelas, formadas por los
residuos 12—24 (cintas naranjas) y 30-40 (cintas azules). (b) Molécula ABao vista desde el eje longitudinal. Los residuos
estan codificados por colores segln sus cadenas laterales como hidrofébicos (verde), polares (magenta), positivos
(azul) o negativos (rojo).

Importancia de las interacciones hidrofébicas y electrostaticas.
En una alineacién paralela, en interior de una fibrilla BA, donde se dan distancias cortas (~ 5

A) entre cargas de moléculas peptidicas vecinas, puede existir entre ellas interaccion electrostatica
gue supere la energia hidrofébica favorable, y tenga la capacidad de desestabilizar la estructura de
hoja B. Una posible asociacion, en el nucleo, entre las cadenas laterales con carga que estabiliza la
estructura y maximiza las interacciones hidrofébicas es el puente salino entre D23 y K28 como
muestra la Figura 5b. Asi, a medida que crecen las fibrillas, todas las demas cadenas laterales
cargadas o potencialmente cargadas estan en posiciones en las que podrian solvatarse. Si los
protofilamentos se asocian lateralmente de esta forma, los puentes salinos intermoleculares entre

K16 y E22 también evitarian la desestabilizacion electrostatica (Figura 6b) [47].

Una comprobacioén indirecta de la estabilidad de las estructuras dependientes del arreglo de
los aminoacidos en un péptido fue el estudio en el que Takahashi, et all, 2000 [50], disefiaron
péptidos con una secuencia de aminoacidos (ALEQKLA) que experimentan transiciones estructurales
a—>PB vy fibrilogénesis amiloide, y con el fin de examinar las contribuciones de dos residuos de
glutamina en la transicion estructural a—>B vy la fibrilogénesis amiloide, utilizando péptidos mutantes
con sustituciones simples o dobles GIn = Ala. Encontraron que, aunque habia poca diferencia en la
estructura secundaria a 0 B, los estados agregados de los péptidos después de la transicién fueron
bastante diferentes segln la secuencia; por lo que el autoensamblaje en la fibrilla bien organizada

puede depender estrictamente de la estructura primaria, que determina la estabilidad del
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empaquetamiento de la hoja beta en lo que llamaron ensamblaje auto-complementario; una
interaccion especifica entre las caras hidrofébicas de las cadenas B que puede ser crucial para un

ensamblaje bien organizado en la fibrilla de amiloide.
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Figura 6. Interacciones hidrofilicas y electrostdticas en la formacion de fibrillas [47] (a) Seccidn transversal de una

fibrilla ABso formada al yuxtaponer las caras hidrofobicas de dos unidades cruzadas B. (b) Posible modo de asociacién
lateral para generar fibrillas con mayor masa por longitud y mayores dimensiones transversales.

Obtencién de monémeros del PBA

Si bien hay multiples variantes del PBA, la forma de 42 aminoacidos es la de mayor interés
debido a su asociacion genética y patoldgica con la EA. Investigaciones previas sobre la EA han
destacado el efecto entre la reaccion patolégica del BA4x con su particular estado de ensamblaje
estructural. Los estudios bioquimicos en sistemas celulares e in situ donde se ha estudiado el A4
generalmente utilizan péptidos purificados obtenidos por sintesis quimica o expresion recombinante
en sistemas bacterianos. Los pasos iniciales para solubilizar y preparar los stocks de péptidos
deshidratados son criticos para controlar el ensamblaje estructural a un estado polimérico exitoso.
Para desarrollar agregados homogéneos de BAay, inicialmente el péptido es monomerizado para
eliminar cualquier traza de agregacion usando un disolvente fuerte. Usualmente altas
concentraciones de alcoholes fluorados como el HFIP (hexafluoroisopropanol) son capaces de
romper las estructuras de hojas-B, por lo que es usado ampliamente en protocolos de
monomerizacion [44, 51, 52]. Es este material de partida es el que ha permitido definir y optimizar
las condiciones que producen consistentemente soluciones homogéneas de grupos de oligdmeros y

fibras solubles de BA4;. Estas preparaciones se han desarrollado y caracterizado mediante el uso de
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microscopia de fuerza atémica (AFM) para identificar las especies estructuralmente discretas
formadas por el BAs2 bajo condiciones de las soluciones; asi como para evaluar diversas propiedades
entre BA4; oligomérico y fibrilar. Una propiedad bien establecida es que el BA4; se agrega mas rapido

y en mayor extension comparado al BAso y a otras formas mas cortas del péptido [52].

Fundamentos de electromagnetismo

Electricidad y magnetismo son aspectos diferentes de un mismo fendmeno denominado
“electromagnetismo”. La materia es esencialmente eléctrica, y su origen reside en las particulas que
forman el dtomo. La electricidad se manifiesta como carga estacionaria o en movimiento; el
magnetismo por otro lado se hace evidente en interacciones con imanes y materiales con

propiedades magnéticas, cuyas cualidades tienen un origen eléctrico.

a) Lineas de campo de b) Lineas de campo de c) Lineas de campo de d) Lineas de campo de cargas diferentes
una carga puntual positiva dos cargas positivas un dipolo eléctrico con diferente intensidad
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Figura 7. Lineas de campo eléctrico de particulas cargadas y la interaccion del campo entre particulas. Las lineas de
campo eléctrico de una carga positiva “salen” de la carga, mientras que, en una carga negativa, las lineas de campo
“entran” a la particula.

L
A su alrededor, las cargas tienen asociadas un campo eléctrico E, asi como los dipolos

-

magnéticos poseen un campo magnético (CM) B (Figura 7 y Figura 8). Clasicamente, es mediante
estos campos (cuya intensidad disminuye al alejarse al cuadrado de la distancia en una carga y en un
dipolo al cubo de la distancia) que es posible la interaccion entre cargas eléctricas y dipolos
magnéticos entre si y con otros campos, las cuales experimentaran fuerzas de atraccion o repulsion.
Como se explicard mas adelante, una carga en movimiento con velocidad constante crea un patrén

de lineas de CM ademas del campo eléctrico propio.

Campos magnéticos de una corriente

Una corriente eléctrica estacionaria produce un CM estacionario y en cualquier punto, la

direccién del CM B es tangente a la linea del campo en ese punto. El campo es grande donde las
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lineas estan mads cerca una de otra y pequefio donde estan mds separadas. En contraste con las
lineas de campo eléctrico producidas por la carga, que comienzan en las positivas y terminan en las
negativas, las lineas del CM provenientes de las corrientes forman espiras continuas, cerradas (Figura
8, Figura 9 a). Asi; dependiendo de la geometria del embobinado del alambre por donde circula la
corriente eléctrica, se pueden crear bobinas con lineas de CM idealmente uniformes, homogéneos
y paralelos en su interior (eje de simetria de la bobina) como los solenoides y las bobinas de

Helmholtz; o por el contrario, con un patrén no homogéneo como la bobina de Rodin (Figura 10).

Solenoide Iman de barra Tierra Dipolo magnético

Corriente en Corriente en
un cable recto una espira

Figura 8. Fuentes de campo magnético. Las lineas del CM salen del polo “norte” y entran al polo “sur”.

a b 3
) ) 1 Ala t B incrementando
A A
Espira de alambre
TEBD >
E inducido
dlEmib >
- =
Lineas de L]0 E inducido
Campo magnético <—‘—«—~C:>,.>
Direccién de ———— C@Df
la corriente

Figura 9. Lineas de campo inducidas. a) Lineas del CM inducidas por una espira de corriente y b) lineas del campo eléctrico
inducido (lineas rojas) por un CM variable (lineas azules).

Wiz a= .,<t ) )
Nl

Espiral circular Bobina Solenoide Bobina de Helmholtz Bobina de Rodin

Figura 10: Diferentes tipos de bobinas y su CM generado
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Campos magnéticos vorticiales

La bobina de Rodin consiste en dos alambres eléctricos envueltos a lo largo de las trayectorias
‘dobladas’ del circuito en un toroide no conductor en un patrén numérico definido por Rodin como
una topologia matematica llamada Matematicas Vorticiales (Vortex-Based Matematics) [53]. La
bobina construida con esta geometria proporcionara un campo magnético vorticial con gradientes
de campo magnético dentro del drea de trabajo (Figura 10). Se enrollan dos hilos adyacentes para
transportar corrientes en direcciones opuestas, pero con espacios vacios entre pares, representados
por el patron 396693 en el mapa y toroide (Figura 11). La envoltura recomendada atraviesa 12 veces

alrededor de la seccidn transversal, pero sdlo 5 veces alrededor de la circunferencia del toroide.

Figura 11. Configuracién numérica y geométrica de la bobina de Rodin [53].

El embobinado consiste en pasar por puntos definidos a lo largo de la circunferencia (cada
160°) y al completar una vuelta (regreso al punto de inicio) se afiaden las siguientes en contra de

sentido de las manecillas del reloj.

EFECTOS BIOLOGICOS DE LA ESTIMULACION MAGNETICA Y ELECTRICA

Recientemente, los CEM? se han aplicado en experimentos con cultivos celulares, animales y
en humanos con fines de investigacion y/o terapia. Este principio de interaccién se basa en las
propiedades eléctricas de los diferentes tejidos y los componentes celulares y moleculares
involucrados, asi como su respuesta en presencia de campos eléctricos o magnéticos externos,

donde la frecuencia de estimulaciéon toma un papel importante [54-56].

! Nota: cuando en este documento se menciona CEM se habla de: campo eléctrico, CM, ondas o radiacidn
electromagnética con el fin de englobarlos en un mismo fendmeno, a menos que se especifique de qué se esta
hablando.

29



Aunque las bases bioldgicas de los efectos de los CEM sobre sistemas bioldgicos son poco
claras se ha encontrado, por ejemplo, que CM homogéneos-unidireccionales y variables en el tiempo

favorecen diversos cambios metabdlicos (Tabla 1).

Tabla 1. Interaccion de CM con sistemas bioldgicos

Autor Campo Frecuencia Efectos
Chen, et al., 2016 ) Regeneracion neural en
CMs rotativos 6 T 0.02 Hz o )
[57] Planaria girardia
Dogru, et al., Proliferacién de células
CMdel5mT 50 Hz o
2013 [58] epiteliales.
, L Proliferacidon y supervivencia en
Pérez, et al., 2013 | Vértices de CM de ) ) )
100-2500 Hz | linfocitos humanos estimuladas
[59] 1.13mTa4.13 mT o
por mitdgenos.
_ 2.89-259Hz, | o o
Ferroni, et al., Diferenciacion osteogénica en
CM Pulsado <40 uT | 0.2-2.8 Hz, 0.1- | . ,
2016 [60] células madre mesenquimales.
0.3 Hz
Estimulacion
lkeda, et al., 2013 Magnética 20 H Modulacién diferencial de
z
[61] Transcraneal genes en cerebro de ratones.
repetitiva 0.75 T
Mizukawa, et al., CMfijode5Ty 50 H Modificaciéon en la oxidacion de
z
2013 [62] variables de 6 mT células formadoras de hueso.
Hernandez- A 5n d el
regacion de proteinas en
Pavon, et al., CM 19 mT 8 Hz s P
neuroblastomas humanos.
2010 [63]

En el estudio de Pérez, et al., [59] se demostré que los CMV no afectan la viabilidad celular,
por el contrario, se ha encontrado que existe una prevencién de la muerte celular dando un efecto
gue retarda el envejecimiento de alguna manera, lo cual permite utilizar los CMV como un
tratamiento para enfermedades neurodegenerativas como la EA que se presenta principalmente en
la etapa de la vejez. En otro estudio, empleando células madre de médula dsea-mesenquimatosa
(hBM-MSC) humana expuestas a CM sinusoidales de 1 mT a diferentes frecuencias (0 Hz, 50 Hz, 100
Hz, 200 Hz) durante 8 dias con una bobina de Helmholtz, encontraron que la exposicién a 50 Hz

conduce a una diferenciacion neuronal eficiente tanto en células madre BM-MSC humanas como en
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células madre neurales de ratén; generando neuronas funcionales incluyendo las neuronas
dopaminérgicas y colinérgicas [64]. En otro reporte, cultivos de neuronas corticales primarias de rata
se expusieron durante 7 dias a pulsos de CM de 50 Hz con bobinas de Helmholtz, variando tan sdlo
la intensidad del campo en bloques (de O uT a 1000 uT), para evaluar los efectos sobre la viabilidad
celular, la homeostasis del calcio, la proliferacion de neuritas y la actividad neuronal espontdnea. Se
encontré que la viabilidad celular no se ve afectada, los incrementos evocados por la depolarizacion
y el glutamato en la concentracion intracelular de calcio aumentaron ligeramente a 1 uT, mientras
que la estimulacién evocada y la basal mostraron una moderada inhibicién a los 1000 uT. El andlisis
morfoldgico posterior indicd que la longitud de las neuritas no se ve afectada hasta los 100 uT, pero
aumenta a los 1000 uT. Sin embargo, la actividad neuronal permanecié en gran parte inalterada

después de la exposicion cronica a CM hasta los 1000 uT [65].

Modelos de estudio de la EA

Debido a la importancia del BA en la patogénesis de la EA se han desarrollado modelos in
vitro e in vivo que permiten simular y estudiar la patologia, simplificando las interacciones
moleculares y permitiendo, en un ambiente controlado, reducir las posibles variables que afectan la
actividad de una molécula sobre su blanco, para conocer como se expresan las proteinas bajo
determinados estimulos. Para esto es necesario que las células utilizadas en ensayos in vitro imiten
el fenotipo de células dentro del tejido in vivo para adquirir un conocimiento mecanicista de los
eventos toxicoldgicos que tienen relevancia in vivo. Si bien los métodos de ensayo alternativos no
estan lo suficientemente desarrollados como para reemplazar completamente las pruebas estandar
de animales debido a algunos efectos adversos para la salud; utilizando sistemas in vitro, las
respuestas celulares tempranas detectadas pueden ayudar a predecir respuestas toxicas in vivo [66].
En este sentido, uno de los modelos celulares utilizados en el estudio de la EA es la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, cuyos cultivos incluyen células adherentes y flotantes; las cuales
son viables como células indiferenciadas o diferenciadas dependiendo del propdsito especifico que
se requiera; ademads, expresan varias proteinas e isoformas de proteinas especificas para humanos
gue no estarian inherentemente presentes en cultivos primarios de roedores [67]. La linea celular
SH-SY5Y se ha usado como modelo estandar en el estudio en la EA; por ejemplo, para analizar el

efecto del PBA en combinacién con otros compuestos como el dcido carndsico como inhibidor de
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apoptosis [68], el efecto de las células microgliales reactivas como estimulantes de produccién de
PPA, PBAy tau [69], la captacion de PBA extracelular de las células SH-SY5Y [70, 71] entre los que se
mencionan mas adelante. Asi mismo, el modelo de la proteina recombinante de PBA ha sido usado
como estandar en estudios de agregacién; por ejemplo, en la inhibicidon de la agregacion mediante
la fosforilacion de la proteina Hsp20 en asociacion con el PBA [72] se mostrd que las células
diferenciadas de la linea celular SHSY-5Y son mas sensibles que las indiferenciadas y que esto se
relaciona con el proceso de fibrilizacién [73]. Mediante microscopia de fuerza atdomica se pudo
corroborar el efecto de diferentes moléculas sobre la agregacion del PBA y la especificidad del
epitopo de anticuerpos como inhibidores de agregacion [74], y por supuesto, se demostrd que el
PBA induce muerte celular actuando como ligando de su propio precursor para mejorar la formacion

del complejo PPA [75].

ANTECEDENTES DIRECTOS
Efectos de CEM en humanos y en modelos celulares

Los CEM en humanos se han aplicado como tratamiento en pacientes que presentan
enfermedades neurodegenerativas pero siendo acompafiado de un farmaco [76]. En el caso de los
modelos in vitro, como las células SH-SY5Y han ayudado a determinar los efectos de los CM sin la
variabilidad de respuestas que ofrecen los modelos in vivo. Los diversos estudios indican que los CM
afectan la proliferacion celular, la expresion génica, la expresién de proteinas y otros fendmenos

como se muestra en la Tabla 2.

Los efectos sobre la proliferacion en células SH-SY5Y sometidas a un campo hipomagnético
con intensidades de 200 nT durante 48 h, muestra que este campo puede estimular la proliferacién
de estas células mediante la promocion de la progresion del ciclo celular en la fase G1 [77]. Mientras
gue su exposicion a CM de 1 mT a 50 Hz no afectd la supervivencia celular y el metabolismo, pero
altero significativamente el equilibrio del estrés oxidante y la transcripcion de genes de citocinas
inflamatorias selectas. La exposicién a este CM elevd la expresion de éxido nitrico sintasa y Oz, que
fueron contrarrestados por cambios compensatorios en la actividad antioxidante de la catalasa y
parametros cinéticos enzimaticos relacionados con actividad del citocromo P450. Sin embargo, este

mecanismo adaptativo fue superado por la susceptibilidad de las células a los radicales libres
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induciendo neurodegeneracién [78]. Por otro lado, Benassi, et al., 2015 [79] encontraron que la
exposicion de células SH-SY5Y a CM (50 Hz, 1 mT) altera la respuesta celular a 1-metil-4—fenilpiridinio
(MPP*); se demostré que el CM sensibiliza a las células sin afectar per se la supervivencia, la formay
la morfologia tanto de células proliferativas como de las diferenciadas, pero desencadena un
aumento en la carbonilacién de proteinas por deterioro significativo de la homeostasis redox y el
contenido de tioles. Como resultado, la toxicidad de MPP*, incluso a dosis bajas, se acentud en
células expuestas a CM de frecuencia extremadamente baja debido a un aumento significativo en

los niveles de ROS.

Una de las caracteristicas patoldgicas de la EA es la modulacion de la autofagia. Se identifico
gue, dependiendo de la dosis y de la duracion del tratamiento, los CEM de baja frecuencia (75 Hz, 2
mT, 5 mVy pulsos de 1.3 ms durante 1, 3, 6, 12, 24 y 48 h) pueden modular la expresién de microRNA
(miR-30a) en células SH-SY5Y expuestas a BA, lo que conlleva a un efecto citoprotector a través de
la expresién de Beclinl. Ademas, no afectaron las tasas de viabilidad a corto plazo; sin embargo,
después de 48 h de exposicidn continua a CEM, la expresion de miR-30a fue comparable a los niveles
basales de muestras no tratadas [80]. Por otro lado, los CM (2 mT a 75 Hz durante 18, 36, 54y 72 h.
y pulsos de 1.3 ms) afectan la actividad mitocondrial y la taza de proliferaciéon celular, reduciéndose
en las lineas celulares SH-SY5Y con sobreexpresion de PPA. Sin embargo, después de 72 h de
estimulaciéon la actividad mitocondrial y la tasa de proliferacion celular disminuyeron en todos los
tratamientos. Se detectd un aumento general de respuestas citoprotectoras mediante dos proteinas
fundamentales en la via oxidativa, la proteina de choque térmico HSP70 y la enzima superdxido
dismutasa-1. De igual forma, se encontré que la estimulacién electromagnética promueve el
procesamiento no amiloidogénico de la PPA a través de una expresién aumentada de la a-secretasa
ADAM10Yy una liberacién mejorada del factor neurotrofico soluble sPPAa (un producto de la escision

de APP mediada por ADAM10) [81].

CEM en la expresién génica y de proteinas
Si bien, los CEM afectan la proliferacion celular, las evidencias indican también que inciden
en los componentes lipidicos de la membrana celular y en la flexion de enlaces peptidicos en el plano

del N-H y en las vibraciones de estiramiento C-N, cuando las células son expuestas a CM de baja
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intensidad (50 uT a 1.4 mT a 50 Hz) modificando las estructuras secundarias de los contenidos de a-
hélice y B plegada produciendo desdoblamiento en proteinas de la membrana celular. Los cambios
observados con un CM superior a 0.8 mT se asociaron con una reduccién significativa de la viabilidad
celular vy la reduccién del potencial mitocondrial transmembranal [82]. En este sentido, se ha
encontrado que la exposicion a CEM a baja frecuencia (2 mT, 50 Hz, 3 h) cambia la expresién de 189
proteinas [83], mientras que en células de neuroblastoma SH-SY5Y expuestas a un CM sinusoidal (50
Hz, 1 mT durante, 5, 10 y 15 dias) altera los niveles de expresion de las proteinas involucradas en los
mecanismos de defensa celular (PRDX2, PRDX3, PRDX6 y THTM), la organizacién estructural y la
biogénesis (ACTG, TCPB, ROPN1, PROF2 y SPIN1). Esta perturbacion inducida por CM en la expresion
de proteinas de comportamiento proliferativo mostré un perfil dependiente del tiempo; ademds en
los ensayos basados en BrdU y MTT, mostraron un efecto meseta después de 10 dias de exposicion
al CM. De igual forma, esta investigacién reveld que varias funciones de comportamiento y algunos
procesos relacionados con la biologia celular fueron afectados por el CM antes de que se
manifestaran cambios significativos en la expresion del proteoma, posiblemente por alteracién de
las propiedades funcionales de las proteinas y enzimas celulares. Por otro lado, el tratamiento
prolongado con el CM causé cambios dramaticos en el perfil protedmico, y estas modificaciones
moleculares podrian estar relacionadas con cambios funcionales y de comportamiento. De acuerdo
con el autor, estos hallazgos parecen reforzar la hipdtesis de una asociacion entre la exposicion a

CEM y enfermedades malignas [84].

Los hallazgos en células de neuroglioma H4 (H4/APPswe) que sobreexpresan de forma
estable la PPA mutante humana, muestran que la exposicion a CM (3.1 mT a 50 Hz) estimula la
secrecion del PBA, incluyendo la isoforma BAasy, sin afectar a la viabilidad y morfologia celular ni
cambios morfolégicos macroscopicos [85]. A diferencia, Rao et al., [86] no encontraron relacién
entre CM (50, 100 y 200 uT a 60 Hz, 4 h durante 2, 10 y 16 dias después de la incubacién) y las
caracteristicas patoldgicas de la EA en células de neuroblastoma IMR-32. Asi mismo, no encontraron
efectos estadisticamente significativos en los niveles de transcripcion de la isoforma de la proteina
APP695 (una de las tres principales de la PPA que se expresa predominantemente en el tejido

nervioso) en ninguna de las condiciones experimentales. De manera similar, la exposicion de células
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SH-SY5Y a CM de 2 mT a 50 Hz a diversas densidades de flujo y de tiempos que van desde 1 mT a 2
mT de 16 h no indujo cambios en la expresion de los genes PHOX2A, PHOX2B o D [87].

Calabro, et al. 2016 [88] investigaron el papel de los enlaces de hidrégeno y el
desdoblamiento de proteinas de células SH-SY5Y ante un CM de 1 mT a 50 Hz. Mediante un estudio
de espectroscopia encontraron que 4 h de exposicién produjeron un aumento relevante en la
intensidad de las bandas de vibracién del grupo metileno; obteniendo un cambio significativo a
energias bajas de la banda de amida |, aunque la frecuencia de amida Il no cambid significativamente.
Ademas, se encontré un aumento en la intensidad de las estructuras de hoja B paralelas y
antiparalelas con respecto al componente de a-hélice. Sus resultados indican cambios en el estado
conformacional total de la proteina dentro de la célula, perdida del enlace C=0, despliegue de
proteinas y dafio celular por la formacién de agregados, pues la frecuencia de banda de amida | es
predominantemente sensible al enlace de hidrégeno en el grupo C = O, mientras que la vibracién de
amida Il es igualmente sensible al estado de enlace de hidrégeno en los enlaces C = O y N-H. Todo
esto condujo a un aumento de los canales de membrana y un aumento del transporte de iones de

conductancia dando lugar a una disminucion del potencial transmembrana mitocondrial en la célula.

Tabla 2. Estudios realizados con CEM en cultivos celulares.
ESTUDIOS PARAMETROS RESULTADOS OBTENIDOS
Nicoletta 75 Hz » ) )
, Regulacion de la autofagia dando un efecto citoprotector
Marchesi, et al., 2mT ] , )
al destruir los agregados proteicos dentro de la célula.
[89] 5mV
. 75 Hz ,
Cecilia Osera, et 5 T Aumento de proteinas fundamentales
m
al., [90] S para el procesamiento proteolitico de la APP.
m
Emanuele 0 H Cambios conformacionales de las proteinas, como la
z
Calabro, et al., 0.8—14mT alteracion en la region amida [; es decir, que se modifican
8—-1.4m
[91] proteinas que interactdan con la célula.
) Alteracidon la expresion de 189 proteinas, entre ellas la
Hadi Hasanzadeh, 50 Hz ., ) N
expresion de la APP, por lo que se podria utilizar como
etal., [92] 2mT .
tratamiento contra la EA.
- 50 Hz . L, .
Elda Del Giudice, 31mT Incremento considerable de la secrecion de la BA in vitro, y
Am
etal., [85] por consiguiente el desencadenamiento de la EA.
12V,0.8A
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60 Hz
Raj R. Rao, et al,, Asociacion directa entre la exposicién a los CEM vy
50, 100y 200 , . .
(86] T manifestaciones de EA a nivel celular.
m
50 Hz Reduccion significativa del dafio oxidante (CEM vy
Consales, et al., o . . . ,
(93] 1mT antioxidantes) sin afectar la supervivencia, morfologia y
3.4 A proliferacion de estas células SOD1(G93A).
Cecilia Osera, et 75 Hz Mejoramiento de las defensas celulares contra los agentes
al., [94] ImT oxidativos.
50 Hz . , . , .
o o Aumento ligero en el estrés oxidante de las células, sin
Cinzia Calcabrini, 0.25-2G ) ] o .
desbordamiento de la capacidad metabdlica de las células
etal., [95] (2,510 — o
que pueda llegar a tener un efecto citotoéxico.
0.0002T)
, 10 Hz _ o
Soonho Lim, et 1mT Aumento considerable de la supervivencia celular y
m
al., [96] reduccion del nivel de ROS intracelular.
Disminucion de la actividad antioxidante catalasa y un
Marcella Reale, et 50 Hz )
aumento en los niveles de O;, causantes de enfermedades
al., [97] 1mT )
neurodegenerativas.
Kavindra Kumar o | to de los niveles de ROS después de 45 di
ncremento de los niveles de espués de as.
Kesari, et al., [98] 1000 pT P

Efecto de los CEM en el estrés oxidante

Las ROS también tienen influencia sobre las enfermedades neurodegenerativas, por lo que
se han mostrado estudios donde los CEM tienen efectos contrarios, algunos han logrado reducir sus
niveles, mientras que otros parecen inducir la formacion de ROS. Algunos grupos de investigadores
han demostrado en células SH-SY5Y que los CEM no afectan la supervivencia, morfologia vy
proliferacion de estas células, pero se podria tener un aumento considerable en los niveles de ROS.
Sin embargo, se ha observado que con una pre-incubacion con los antioxidantes tiol N-acetil-L-
cisteina y GSH etil-éster se logra reducir significativamente la magnitud del dafio oxidante y proteger
a las células de la muerte inducida por el tratamiento de CEM (1 mT, 50 Hz) y la adicién de 1-metil-
4-fenilpiridinio (MPP +) [93]. De igual manera se observé una disminucién de ROS en células SH-SY5Y
tratadas con H,O; durante 30 minutos y posteriormente expuestas a CEM (2 mT, 75 Hz, y pulsos de
3 ms) en comparacion con células no expuestas, sugiriendo que esta estimulacion mejora las

defensas celulares contra los agentes oxidantes [94]. En el caso de |a linea celular de queratinocitos
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humanos NCTC 2544 la incidencia de los CEM (0,25 - 2 G, 50 Hz, durante 1 h) provoca un ligero
aumento en el estrés oxidante de las células, aunque no excede la capacidad metabdlica de las
mismas para que pueda llegar a tener un efecto citotdxico [95]. La exposicién a un CM fijo y uniforme
de 2.2 mT [99] mostrd una ligera disminucién del potencial transmembrana mitocondrial
dependiente del tiempo de exposicion de hasta 7 h, y esta diminucién aumento después de 24 h de

exposicion hasta un 30%, la cual podria estar asociada al aumento en la produccién de ROS.

Osera, et al. 2015 [100], evaluaron si un CM pulsado, corto y repetido (CMP) de 1 mT a 75 Hz
podrian desencadenar respuestas adaptativas contra un dafio oxidante en un modelo neuronal
celular, y encontraron que se mejoran las defensas celulares contra dafios oxidantes. La exposicion
continua de 30 y 15 min a los CMP redujo significativamente la actividad mitocondrial con respecto
a las células no expuestas. Su ensayo de citotoxicidad no detectd ningun efecto inducido por la
exposicion a 10 min del CMP (40 minutos en total; cuatro veces a la semana, de 10 min). A pesar de
gue se observo una reduccion significativa de la actividad mitocondrial después de la incubacion de
células a H,0, por 30 minutos, el pretratamiento con CMP evité la disminucion del numero de células
gue se producia por este agente oxidante. Asi mismo, se observé una sobreexpresiéon de proteinas
PKCa, HuR y HSP70 (procesos intracelulares, incluyendo el estrés y las respuestas oxidativas) inducida
por H,O, y registraron un aumento en la actividad de la enzima superdxido dismutasa que contiene
manganeso, lo que condujo a la reduccién de los niveles de ROS después de 30 min de incubacion

con H,0; con respecto a las células no pre-expuestas.

Finalmente, en la linea celular SH-SY5Y la exposicion de CEM (1 mT y 50 Hz) indujo estrés
oxidante, pues disminuyé la actividad de la enzima antioxidante catalasa y aumento los niveles de
02, un efecto que se observa durante el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como la
EA [97]. La exposicion a CEM (100 uT, 50 Hz, 24 h) en la misma linea celular logra reducir los niveles
de la pre oxidacién lipidica; sin embargo, se ven incrementados los niveles de ROS después de 45
dias, pero esto se considera como un efecto retardado y que es inductor de la inestabilidad gendmica

[98].

37



38



JUSTIFICACION

Considerando que el envejecimiento de las sociedades se estd acentuando en todo el mundo
(en particular, México sera en mediano plazo un pais de mayores de 60 afios) lo cual estd asociado
al establecimiento de la EA, la cual representa casi la mitad de los casos de demencia generando los
mayores costos sociosanitarios de las enfermedades neuropsiquidtricas. Resulta necesario
establecer metodologias relevantes que permitan identificar y analizar de forma no invasiva causas,

tratamientos, prevencion y posible cura de la EA.

El uso de CM variables en el tiempo, aplicados a sistemas bioldgicos estan aportando
importantes conocimientos sobre la fisiologia y también innovando metodologias de tratamiento
para diferentes patologias en las neurociencias y otros campos de estudio celular. Estos CM, usados
de forma convencional, tienen un patrén de lineas de campo paralelos, homogéneos y han mostrado
tener un efecto en el cambio de estructura en las proteinas. En particular, la propuesta del presente
proyecto es desarrollar un sistema fisico de estimulacion magnética mediante CMV, cuya
caracteristica es ser un campo multidireccional y heterogéneo, con posible capacidad inhibitoria de
la agregacién del PBA (clave en el desencadenamiento de la EA) si dicho alcance es obtenido, este

trabajo contribuira a la investigacion basica para el tratamiento de la EA.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Como afectan los campos magnéticos en vortice a los agregados proteicos del péptido beta

amiloide, que causan la enfermedad de Alzheimer?

HIPOTESIS.

Lo campos magnéticos en vortice inhibiran la agregacion de los PBA por interaccién de sus
moléculas con las lineas de fuerzas aleatorias del campo; lo cual se vera reflejado en un incremento

en la supervivencia de las células neuronales sometidos a la toxicidad de estos agregados.
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OBJETIVOS
General
Crear un dispositivo para estimular muestras de PBA in vitro capaz de interactuar

magnéticamente con los agregados del PBA con el fin de inhibir su formacién.

Especificos
e Disefiar, implementar y caracterizar una bobina que genere CMV a bajas frecuencias.
e Estandarizar un sistema de polimerizacion in vitro del PBA.
e Evaluar cualitativa y cuantitativamente la capacidad inhibitoria de los campos magnéticos
sobre la agregacién del PBA in vitro.
e Establecer un protocolo de estimulacién magnética y analizar la biocompatibilidad de los

campos magnéticos con cultivos celulares de tipo neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio y caracterizacion de la bobina

Se construyd una bobina de Rodin, la cual consiste en un embobinado de alambre de cobre
esmaltado, de calibre 19 AGW, a lo largo de trayectorias “dobladas” en un toroide no conductor (27
cm diametro externo y 13 cm de didmetro interno). El sistema consiste en dos bobinas idénticas, de
19 devanados, separadas por un espacio en el devanado de cada una y conectadas en paralelo. Una
bobina con esta geometria genera un CMV [53]. Se imprimid en 3D en 4 partes; dicho toroide fue

resanado para evitar fracturas entre las uniones e imperfecciones de impresion (Figura 13).

La bobina tiene las siguientes dimensiones

Referencia | Cm
D 27.0
R 13.5
r 6.5
d 7.0

Figura 12. Dimensiones de los toroides para la construccion de las bobinas.

Una vez que se tuvo la base del embobinado (toroide plastico vy cilindro plastico) se procedio
a montar las guias (clavos) de acuerdo con el patrén mostrado en la Figura 15y Figura 12, los cuales

sirvieron de guia para el devanado del alambre de cobre, también mostrados en dicha figura.
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Figura 13. Impresion 3D del toroide. Imperfecciones de impresién y toroide resanado.

Se embobind de acuerdo con el patrén de Rodin siguiendo los puntos 36 guias (perforaciones
con clavos en el diametro externo de la dona, ver Figura 12 y Figura 14. El nimero de bobinas para
los modelos a utilizar seran dos, los cuales podran ser conectados en paralelo, en serie o antiparalelo

para su caracterizacién. La conexion final de trabajo se hizo en paralelo (Figura 16).

Figura 15. Patron de pines y embobinado. Toroide (radio interno ~ 7 cm) y su patrén de embobinado.

Alimentacién en CD para la bobina en su analisis de potencia: debido a que son dos entradas
(hilos o bobinas) en la bobina de Rodin (dona o toroide), se etiquetd la “entrada” de cada hilo para

posteriormente hacer las conexiones como se indica en la Figura 16, paralelo, antiparalelo y en serie:
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Figura 16. Diagrama de conexiones para la bobina de Rodin. Consta de dos hilos (negro y naranja) conectados en a)
paralelo, b) serie y c) antiparalelo. La direccién de la corriente se indica con las flechas azules.

La Figura 17 muestra la inductancia eléctrica con un LRC meter (BK PRESCISON 878B)

Figura 17. Inductancia de la bobina de Rodin. La inductancia obtenida fue de 1.28 mH (mili Henrrios) donde los hilos
fueron conectados en paralelo.

Se midid el CM en un solo punto, en el centro del eje de simetria (Figura 18). Para
caracterizarla en potencia, se conectd en corriente directa y se intercalé la conexion paralelo y
antiparalelo (Figura 16), se alimenté a “pasos” con voltaje-amperaje desde un minimo hasta un
maximo permitido por la fuente de poder. Se midié el campo magnético con un gaussmetro 5100

Series OECO. El campo eléctrico inducido no se midid por limitaciones tecnoldgicas.
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Figura 18. Caracterizacién de los valores del CM de la bobina toroidal. El modelo de prueba se alimenta a pasos en
voltaje y amperaje con una fuente de poder.

Osciladores
Para baja frecuencia (75 Hz) se utilizo el software GoldWave creando un archivo de audio con
la funcidn sen(2mft) con f =75 Hz y t = 24 h. La sefial de salida se mandd al amplificador para

incrementar la sefial que alimenta la bobina (Figura 19).

Figura 19. Determinacidn de la sefial sinusoidal a la salida del amplificador.

La sefial sinusoidal de salida se conecté a un amplificador acustico (RV - 2002. UNIC) de 12 V
y 100 W + 100 W max power que alimentd directamente la bobina (la sefial oscild entre voltaje
positivo y negativo). La intensidad del CM generado fue de B =~ 1.5 mT. EIl CM se midi6é con una
sonda axial del gaussmetro de efecto Hall (5100 Series). Todas las muestras tratadas se colocaron en

el plano perpendicular al eje de rotacién, en el centro del didmetro interior de la bobina.

Las muestras experimentales se colocaron en el centro de la bobina dentro de la incubadora

de CO; durante el tratamiento (Figura 20).
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Figura 20. Montaje experimental del sistema de estimulacién.

Preparacion del PBA4

Se utilizé el péptido comercial Beta-Amyloid (1-42) Human (AnaSpec, Inc.) de Bio Research
Importaciones S.A de C.V. El BAs, fue pre-tratado con hexafluoruro-2-propanol 1.1.1.3.3.3. (HFIP;
Sigma Aldrich) directamente en una relacion 1:1 (1 mg/1 ml), se separd en alicuotas en tubos de
microcentrifuga estériles y se incubd en oscuridad a 4° C durante 30 minutos, obteniendo una
solucién clara e incolora. Para eliminar el solvente se utilizd el secador Speed Vac durante 25 min,
obteniendo una pelicula clara y transparente. Se guardaron los stocks del péptido a -80 °C hasta su

uso posterior en los diferentes ensayos.

Para promover la agregacién, se diluyd el BA4; a una concentracién de 20 uM en buffer de
polimerizacién (PBS 1X al 1% de DMSO) como se ha realizado en el grupo de investigacion [101] y
basado en la metodologia de Stine, et al., [52]. Se incubd 24 h a 37 °C y se tomaron muestras en

diferentes tiempos de agregacién dependiente del ensayo.

Para cada ensayo se prepararon dos muestras: una muestra control y una muestra

experimental (estimulada magnéticamente) (Figura 21).
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Control (C) Estimulado (E)

£

Figura 21. Esquema de estimulacién magnética del PBA: Incubacién de BA control y con estimulacion magnética a 75
Hz en bobina de Rodin en incubadoras separadas.

Identificacion de agregados mediante espectroscopia de fluorescencia y ensayo de tioflavina-T

La espectrometria de fluorescencia o fluorometria es un tipo de espectroscopia que permite
analizar y medir la fluorescencia de una muestra. Los fluorimetros o espectrofluorémetros son los
dispositivos que permiten medir los pardmetros de la fluorescencia de una muestra como su
intensidad vy la distribucidon de longitudes de onda del espectro de emision después de la excitacion

por una fuente de luz monocromatica de alta energia.

El ensayo de tioflavina-T es una técnica de espectroscopia de fluorescencia que permite
identificar agregados amiloides presentes en una muestra in vitro debido a la afinidad de la tioflavina-
T por dichos agregados [102]. Por tal motivo, mientras mas agregados estén presentes en la muestra,
la intensidad de la fluorescencia de la tioflavina-T aumentard, pues se correlaciona linealmente con
la concentracion de amiloide sobre las concentraciones de tioflavina-T que van desde 0.2 a 500 uM
(mayores concentraciones podrian afectar la forma de las curvas de agregacién, pero este efecto
depende de la proteina y no es universal) [103]. En el experimento se realizdé una mezcla en la que
se diluye el BA42 a una concentracién de 20 uM en buffer de polimerizacién (PBS al 1% de DMSO 1X)
y buffer de tioflavina-T a 10 uM en PBS, ademas de un buffer solo con tioflavina-T y PBS que sirvid
como fondo de contraste. Los volumenes de la mezcla fueron ajustados segln los requerimientos.
Las muestras tratadas se estimularon a 75 Hz, 1.0 mT. Tanto la muestra control como tratamiento
se incubaron por 24 h a 37 °C (en incubadoras separadas) y se tomaron alicuotas, en diferentes
tiempos de agregacion, para lecturas de fluorescencia relativa de tioflavina-T a una excitacién y

emision de 450 nm y 490 nm respectivamente.

Para cuantificar la agregaciéon de los polimeros del BAs; se utilizd un espectrofluorémetro

TECAN Infinite (M1000PRO) (Figura 22) y se cuantificé la fluorescencia relativa de la tioflavina-T.

46



Figura 22. Espectrofotémetro TCAN: Equipo empleado para el andlisis de espectroscopia con microplacas de 96 pozos
(costar).

Identificacién de agregados mediante la técnica de electroforesis y Western blot

La técnica de Western blot (WB) es una técnica de laboratorio utilizado para detectar proteinas
especificas con base a su peso molecular. El método implica el uso de electroforesis en gel para
separar las proteinas de la muestra. Las proteinas separadas se transfieren del gel a la superficie de
una membrana. La membrana se expone a un anticuerpo especifico para la proteina en estudio. La
unién del anticuerpo se detecta usando un marcador quimico; el resultado final es una placa con
franjas de diferentes intensidades monocromadticas con la que se puede tener una referencia

principalmente de la presencia, concentracion, y tamafio de esa proteina.

Ensayo de polimerizacién de proteinas

Para promover la agregacion del amiloide, se realizd una mezcla en la que se diluye el BAs; a
una concentracion de 20 uM en buffer de polimerizacién (PBS al 1% de DMSO 1X). Los volumenes
de la mezcla fueron ajustados segun los requerimientos. Las muestras tratadas se estimularon a 75
Hz, ~1.5 mT. Tanto la muestra control, sin estimular, como las tratadas se incubaron por 24 h a 37
°C (en incubadoras separadas) y se tomaron alicuotas en diferentes tiempos de agregacién desde el

tiempo cero. Cada muestra recolectada se congeld a -80°C hasta la electroforesis.

Electroforesis en gel: Las muestras de BA4 se resuspendieron en una relacion 1:1 en buffer
carga 2X (0.125 M Tris-CL, 2% B-mercaptoetanol, 4% SDS, 20% glicerol y 0.005% azul de bromo
fenol); posteriormente, las muestras (4 pg/carril) se separaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 16% utilizando una camara Mini-PROTEAN Treta Cell System (BIO RAD) durante 90
min a 105 V. Se utilizé un marcador de bajo peso molecular (Dual Xtra Standard 2-250 kDa) para

identificar el péptido.
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Inmunoblot: Posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
en la transferencia que se realizé a 4°C durante 60 min a 300 mA en una camara de transferencia
Mini Trans-Blot cell (BIO RAD). Posteriormente, la membrana se lavd con agua destilada para quitar
restos de acrilamida y se bloqued durante 60 minutos a temperatura ambiente con leche en polvo
sin grasa al 10 % en TBS/Tween 20. La membrana se incubd con el anticuerpo primario monoclonal
anti-amiloide 4G8 (Donacién del Dr. Khalid Igbal) diluido 1:3000 en TBS/Tween 20 con leche
descremada al 5% durante 12 ha 4 °C en agitacidn. Posteriormente se lavo tres veces con TBS/Tween
20 y se incubd con el anticuerpo secundario Goat anti-mouse Ig-G peroxidado HRP (Millipore),
diluido 1:10000 en TBS/Tween 20 con leche descremada al 5% en agitacion durante 60 minutos a
temperatura ambiente. En la deteccion, la membrana se volvié a lavar y la inmunoreactividad fue
visualizada mediante un sistema de quimioluminiscencia ECL (Thermo Fisher, enhanced
chemiluminescence detection system). Finalmente, el negativo (Kodak) se revelé en un cuarto

oscuro, de forma tradicional, para visualizar el resultado.
Modelo de agregaciéon del PBA en cultivo celular

Cultivo celular

Se emplearon células de neuroblastoma Humano SH-SYSY (Figura 23). Estas células proceden
de un tumor éseo metastasico; son una linea secundaria de la linea parental SK-N-SH. Las células SK-
N-SH fueron subclonados tres veces; primero a SH-SY, luego a SH-SY5, y finalmente a SH-SY5Y [104].
Los cultivos incluyen células adherentes y células flotantes, aunque ambos tipos de las cuales son
viables, solo se usaron células adherentes. Las células SH-SY5Y se utilizan a menudo como modelos
in vitro de funcion y diferenciacién neuronal. Son adrenérgicos en fenotipo, pero también expresan
marcadores dopaminérgicos; y como tales, se han utilizado para estudiar la enfermedad de

Alzheimer, Parkinson, la neurogénesis y otras caracteristicas de las células cerebrales.
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Figura 23. Cultivo celular. Células SH-SY5Y al 90% de confluencia.

Las células se cultivaron en Medio Esencial Minimo de Dulbecco - F2 (D-MEM/F12) con 10%
de suero fetal bovino y 1% de antibidtico-antimicdtico (estreptomicina, penicilina) a 37 ° C en 5% de
atmosfera de CO,. Se sembraron 6000 células/pozo y se incubd por 24 h en una microplaca de 96

pozos para su fijacion.

Exposicion del PBA a CMV en cultivos celulares.

Para evaluar el tratamiento de exposiciéon a CMV en las células se crearon dos grupos
(estimulados y no estimulados) con dos subgrupos cada uno: células silvestres o wild type (WT) y
células expuestas a PBA4; monomeérico, solubilizado en DMEM/F12 suplementado con SFB al 10%, a
una concentracion de 16.61 uM/pozo. Se sembraron 6 mil células por pozo en microplaca de 96
pozos cortadas especialmente para ubicarlas dentro de la bobina (Figura 24). Los subgrupos se
sembraron por cuadruplicado y todos tuvieron las mismas condiciones de cultivo durante 48 h, hasta

el ensayo de citotoxicidad. El medio de cultivo no se cambid durante todo el experimento.

Figura 24. Corte de microplaca de 96 pozos. Una caja de 96 pozos que se cortd en cuatro sub-cajas en una matriz de
4x5 pozos. La sub-placa se coloca dentro de la bobina para posterior estimulacion.

Tanto el grupo expuesto a estimulacidon magnético como el grupo no expuesto se colocaron

en la misma incubadora, separados por una altura de 50 cm (Figura 25). La bobina se coloco en el
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interior de la incubadora, en la parte inferior, y dentro del didmetro interno de la misma se colocaron

los cultivos del grupo expuesto a la estimulacion magnética (Figura 26).

C oD
| |

Figura 25. Disposicion del experimento de estimulacion magnética en el modelo celular. Localizacion de las microplacas
control (parrilla superior) y experimental dentro de la bobina (parrilla inferior). La bobina se coloca en la parrilla
inferior, sobre la tina de agua de la incubadora de CO2.

[
|

Figura 26. Ubicacion de la microplaca dentro de la bobina. La placa con cultivo celular se coloca en medio de la bobina
(vista de corte lateral).

Una vez que las células se fijaron a la microplaca (dia 0), el grupo expuesto a los CMV se
estimuld durante 24 h a 75 Hz, 1.0 mT (dia 1). Después de las 24 h de exposicion a CMV y PRA4; se

procedio a realizar el ensayo de citotoxicidad WST-1 (dia 2) como lo muestra la Figura 27.
Analisis de la viabilidad celular

La viabilidad celular se define como el nimero de células sanas en una muestra, determina
la cantidad de células que estan vivas o muertas basandose en la muestra total de células inicial. La
técnica de citotoxicidad mediante el reactivo WST-1 (sales de tetrazolium / formazan) nos permite
medir de una forma directa la viabilidad celular frente a diferentes estimulos quimicos (citotoxicidad)
y fisicos (fototoxicidad). También nos permite, pero de una manera indirecta, medir la proliferacién
celular. Se trata de un ensayo colorimétrico, no radiactivo, de cuantificacion espectrofotométrica
que se basa en la degradacion de las sales de tetrazolium (WST-1) a sales de formazan, mediante la

accion de las deshidrogenasas mitocondriales, que se producen de forma natural cuando las células
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son viables. La sal de tetrazolio estable WST-1 se escinde en un formazan soluble mediante un
mecanismo celular complejo que se produce principalmente en la superficie celular. Esta
biorreduccién depende en gran medida de la produccién glucolitica de NAD (P) H en células viables.
Porlo tanto, la cantidad de colorante formazan formada se correlaciona directamente con el nimero

de células metabdlicamente activas en el cultivo.

Dia 0 Dial1 " Dia2
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Figura 27. Diagrama del modelo de estimulacién magnética en el modelo celular. Grupos de estudio de cultivo celular
SH-SY5Y expuestos y no expuestos a los CMV con los subgrupos: WT y PBA. Los tiempos de tratamiento son: 24 h de
estimulacién a CM en el dia 1y 24 h de PBA también en el dia 1 (flecha roja).

Para el ensayo de citotoxicidad, se agregd 10 ul de reactivo WST-1 en todos los pozos con las
células cultivadas (tratamientos y controles) en medio de cultivo 100 pl/pozo (relacién 1:10) y se
siguieron incubando por 4 h en condiciones de cultivo estandar. Finalmente se llevé al
espectrofotometro después de este periodo de incubacién, el colorante formazan formado se
cuantifica con un espectrofotdometro de barrido de multiples pocillos, se agité por 1 min y se midié
la absorbancia de todos los grupos a 439 nm. La absorbancia medida se correlaciona directamente

con el niumero de células viables.

ANALISIS ESTADISTICO

Para comparar el efecto tanto del CM como del PBA en la linea celular SH-SY5Y se utilizd
ANOVA seguido de la prueba New Man Keuls post hoc. Para analizar y comparar el efecto de la

estimulacion del CM sobre la inhibicion de la formacion de fibrillas BA se utilizé la prueba t de Student
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entre los dos grupos experimentales. Todos los datos se analizaron empleando el software
estadistico Prisma 7 (GraphPad Software, Inc.). Todos los datos se expresaron como medias + DE. Se
considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas en p < 0.05. Se realizaron tres
experimentos independientes por triplicado para el ensayo tioflavina-T y por cuadriplicado para los

ensayos de cultivo celular.
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RESULTADOS

Sistema de estimulacién para CMV

Para identificar el efecto de los CMV en la agregacion del PBA se utilizé como fuente del CM
una bobina de Rodin. Se disefié y construyd un sistema de estimulacion magnética no invasivo, de
baja frecuencia e intensidad, la cual es alimentada con una funcién sinusoidal de 75 Hz para generar
una intensidad de campo de ~ 1.5 mT. La frecuencia de trabajo déptima fue de un rango de
frecuencias continuas o pulsadas entre 20 Hz y 20 kHz. El campo eléctrico inducido no se midid, ni
se tuvo algun registro indirecto de la intensidad de este, sin embargo, se toma en cuenta para poder
entender posibles efectos. La bobina no requirié sistema de enfriamiento, a pesar de trabajar por

hasta 72 h continuas, no asi la etapa de amplificacion que contaba con su disipador de calor propio.

Figura 28. Prueba del CMV: a) colocacion de la limadura de hierro en el centro de la bobina, b) fotografia instantanea
del movimiento de las particulas c) ilustracién del movimiento aleatorio de las particulas.

Las dimensiones de la bobina se crearon para poder trabajar con muestras de cultivos
celulares y proteinas recombinantes dentro de una incubadora comercial. Dentro de la incubadora
se registraron cambios en la intensidad del CM hasta de 0.5 mT debido a la contribucién de las

paredes; de tal modo que, el CM de trabajo fue de ~ 1.5 mT. Aunque también se registrd un aumento
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de la temperatura en el interior del didmetro de la circunferencia directriz de hasta 5 °C, esto no
interfirié en la temperatura global de la incubadora (37 °C), pues el sistema de control de la
temperatura de la incubadora se encargd de equilibrar el ambiente interno en todo momento; y esto
se pudo comprobar con los cultivos celulares de hasta 72 h donde no hubo efectos adversos

asociados a la temperatura.

Para comprobar el comportamiento vorticial del CM sobre particulas ferromagnéticas, se
colocé limadura de hierro en un polvo grueso dentro de una caja de Petri (Figura 28 a); el
comportamiento del CMV sobre la limadura fue tal que las particulas mds pequefias se movieron de
forma aleatoria y en forma circular, cambiando de posicién constantemente (Figura 28 b y c). Un
resultado adicional, para observar el comportamiento de las lineas de campo, fue la simulacion
grafica del CM generado por la bobina, donde se visualizaron las lineas de campo (Figura 29). Estos

datos son determinantes para demostrar que la bobina genera CMV.

Figura 29. Densidad de flujo magnético. Simulaciéon computacional del CM (b) generado por la bobina (a).

Evaluacién cuantitativa

Mediante los ensayos de agregacion de PBA vy tioflavina-T, se determind el efecto del CMV
en la agregacién del péptido. En la Figura 30 se muestran los valores normalizados de la sefial de
fluorescencia que representa la agregacion del BA. El ensayo de polimerizacion se realizé en tres
experimentos independientes durante 24 h, tomando muestras en cinco diferentes tiempos (Figura
30 a, cuadros) correspondientes a la fase de crecimiento y la fase de saturacién. Por otro lado, se
muestran también en la Figura 30 a (tridngulos) los cinco tiempos correspondientes al PBA4»
sometidos al CMV. El resultado del ensayo muestra la inhibicion de la agregacion del BA en un ~ 86%

con respecto al control, en las muestras estimuladas con CMV (Figura 30 b).
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Figura 30. Andlisis de la formacion de fibrillas de BA mediante ensayo tioflavina-T. (a) Se polimerizd BA42 y se expuso a
CMV durante 24 h, se analizé la intensidad de fluorescencia de diferentes alicuotas en el tiempo indicado. (b)
Represetacion grafica del andlisis cuantitativo de la intensidad de la fluorescencia a las 24 h, se detecté ~ 86% de
inhibicidn de la agregacién. Los valores mostrados son medias + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Prueba t de Student ** p < 0.01. BA: ensayo de polimerizacion de BA, E: expuesto a CMV.

En la grafica de la evolucion de agregacion se aprecia que la tendencia de agregacion se
mantiene en los mondmeros y posiblemente algunas estructuras secundarias u otros agregados
donde la tioflavina-T pudo haberse adherido y que, sin embargo, por la metodologia del experimento
no se puede apreciar qué estructuras son las que se han podido formar. Estos datos indican que los
CMV bloguean o retrasan la formacion de fibrillas BA.

Inhibicién de la agregacién del PBA mediante la estimulacién por CMV, evaluacion cualitativa.
Para determinar las diferentes estructuras fibrilares formadas durante la agregacion del BA,

las muestras control y las tratadas expuestas a CMV se analizaron por electroforesis en gel de

poliacrilamida al 16 %.

Durante 24 h de ensayo de agregacion, se tomd una muestra a las O h y, posteriormente se
tomaron 4 muestras del control y del estimulado con CMV a diferentes tiempos. En el gel se
colocaron las muestras control (C1, C2, C3 y C4) seguidas de las muestras estimuladas (E1, E2, E3 y
E4), precedidas ambas por el tiempo cero (To) de agregacion como control sin agregacion. Todas se

uniformaron a una concentracion de 0.4 pg/ul de PRA42.

En el Western blot de la Figura 31 se observan las bandas correspondientes a la evolucion

tipica de la agregaciéon del PBA (muestras control Cn, donde n es el nimero de muestra); por otro
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lado, en las muestras estimuladas por CMV se puede apreciar que las bandas correspondientes a los
agregados son similares en cada uno de los tiempos evaluados (En). A las O h observamos
mondmeros y trimeros-tetrameros en ~ 4 kDa a ~ 15 kDa respectivamente, donde se esperaria que
solo hubiera mondmeros, y cuya aparicion se mantiene a lo largo del tiempo. La presencia de estas
bandas se discutird en la siguiente seccidn. Sin embargo, se observd una disminucion de especies
monomeéricas y dimeros en las muestras control en comparacion con respecto a las expuestas a CMV,
lo que indica que los mondmeros se han agregado y migrado a un peso molecular mas alto, tomando
posiciones superiores en la regién de oligémeros, fibrillas y placas. Estos agregados no fueron
observados en las muestras expuestas a CMV, lo que indica que los CMV bloquean o retrasan la
agregacion del PBA (Figura 27 a). La siguiente caracteristica importante es que a medida que pasa el
tiempo, en cada par de bandas (Cn — En), es notoria la disminucion de agregados en la banda de la
muestra estimulada (En) en comparacién con la muestra control (Cn) (Figura 31 a): A partir de las 2
h, en las bandas de la muestra control (C1, C2, C3 y C4), se observa la aparicién de oligdmeros de
bajo y alto peso molecular en la regiéon de 15 kDa a 100 kDa, y se hace mas evidente en bandas
posteriores. Mientras que, en las muestras estimuladas, en los mismos tiempos, dicha regién no
tiene la misma intensidad, y sdlo se aprecian agregados de alto peso molecular en la regién de los
250 kDa, que se hacen mas evidente al pasar del tiempo (E1, E2, E3 y E4). Esto nos indica una
inhibiciéon parcial y concuerda con el ensayo de tioflavina-T (Figura 30). Previamente a este resultado,
no se encontré evidencia en la literatura de inhibicién de la agregacion del BA amiloide

exclusivamente con CM o CMV.

En la Figura 31 b se muestra la cuantificacidn representativa en la intensidad de las bandas
correspondiente al WB. Esto muestra que, en condiciones de agregacion, las bandas
correspondientes a oligdmeros mas grandes disminuyen ~ 80 % en las muestras expuestas a CMV
en comparacion con las muestras control a las 24 h. Es probable que la cuantificacién esté

subestimada porque las fibrillas se quedan acumuladas en el gel concentrador.
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Figura 31. Analisis cualitativo de la formacidon de oligdmeros BA en muestras estimuladas con CMV. (a) WB. Resultado
de la polimerizacion del BAsz y su exposicién a CMV durante 24 h, seguido de su separacién en un gel Bis-Tris SDS /
PAGE al 16%, se transfirié y se detectd con el anticuerpo monoclonal 4G8. El tiempo vy los tratamientos estan indicados
en la figura. (b) Representacion grafica correspondiente a la densitometria de los oligdmeros agregados en diferentes
puntos de tiempo de una Unica transferencia del WB, normalizada a un control de 24 h (polimerizacién completa). El
peso molecular se indica en kDa. C: control, E: expuesto a CMV.

Los CMV no inducen toxicidad e inhiben la agregacion del BA

Una vez identificada la inhibicién del BA por efecto de los CMV, se analizd esta misma
capacidad, en cultivos celulares de la linea celular SH-SY5Y, incubadas con BAs2, mediante un ensayo
de viabilidad celular (WST-1) para determinar el efecto de CMV en la toxicidad inducida por
agregacion del BA. Como se describe en la Figura 27, las células SH-SY5Y se incubaron durante 24 h
s6lo con medio de cultivo DMEM/F-12 seguido de incubacién durante 24 h con BA4; ya sea en
presencia o ausencia de CMV de acuerdo al grupo experimental. Durante el experimento, no se

detectd CM significativo en el espacio del grupo no expuesto a CMV.

Se analizaron cuatro grupos experimentales de células (Figura 32); en los dos primeros
grupos, las células WT expuestas a CMV mostraron un aumento significativo (F (3,28) = 54.786, p <
0.0001) en la viabilidad celular en comparacion con las células WT no expuestas, lo que indica que
los CMV no son toxicos para las células SH-SY5Y a 75 Hz, ~ 1.0 mT durante 24 h (Figura 16 WT, prueba
de Newman Keuls p < 0.05). Los siguientes dos grupos de células consistieron en células WT
incubadas con BAs; en presencia o ausencia de CMV. Las células tratadas con BAs; disminuyeron

significativamente la viabilidad celular en comparacién con las células WT. Sin embargo, la exposicidon
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a CMV previene la citotoxicidad inducida por el BA y aumenta significativamente la viabilidad celular
de las células tratadas con BAasx (Figura 32 a, prueba de Newman Keuls p < 0.01). En general, este
estudio mostrd que la exposicion de células SH-SY5Y a CMV i) bloquea parcialmente o retrasa la

formacion de fibrillas BA en cultivo celular, ii) previene la toxicidad de BA, eiii) induce la proliferacion

celular.
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Figura 32. Inhibicién de la toxicidad inducida por el BA mediante la estimulacién con CMV. Después de 24 h de
incubacién del cultivo celular SH-SY5Y, el BAas2 se resuspendié en el medio de cultivo hasta una concentracion final de
16.6 uM (en la placa de cultivo celular) durante 24 h en ausencia o presencia de CMV. Los valores mostrados son
medias + DE de tres experimentos independientes por cuadriplicado. Prueba t de Student * p < 0.05, ** p < 0.01.
Viabilidad celular. Se encontro diferencia significativa en los subgrupos WTy BA (* P =0.0454 y ** P =0.0175
respectivamente) entre el grupo expuesto y el no expuesto a CMV.

Reordenando los datos anteriores, en la Figura 32-b se observa que la viabilidad celular del
subgrupo WT expuesto a los CMV fue superior en un 10.10 % + 5.44 %, el subgrupo BA no expuesto
fue de - 40.55 % + 5.67 % vy el subgrupo BA expuesto fue de -13.83 % + 11.44 %, todos ellos
normalizados con respecto al subgrupo WT no expuesto.
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DISCUSION

Los seres vivos son generalmente conductores eléctricos debido a las interacciones iénicas
gue se dan dentro y fuera de la célula; ademas, los sistemas bioldgicos tienen estructuras
magnéticamente influenciables como los radicales libres que presentan propiedades
paramagnéticas [105]. Por ejemplo, la incidencia de un campo estatico solo produce una rotacion
de los dipolos magnéticos orientandolos a la direccion del campo e inmovilizandolos; por el
contrario, un campo oscilante presenta variaciones, lo cual puede afectar a la velocidad de
reacciones quimicas que podrian condicionar la respuesta celular [105]. Si bien las interacciones
entre los campos magnéticos con el material bioldgico son altamente especificas y tienen poca
influencia en las propiedades eléctricas globales debido a su permeabilidad magnética, similar a la
del vacio [55], los campos eléctricos inducidos por los campos externos, ya sea magnéticos variables
o puramente eléctricos, tienen capacidad de interaccion suficiente con dichas propiedades eléctricas
[106].

En este estudio se empled como fuente de estimulacion el CMV, para crear un sistema no
invasivo e inhibir la agregacion de BA, empleando una bobina de Rodin con una disposicién de
devanado no convencional; modelo utilizado previamente en nuestra area de investigacion [59]. Las
bobinas convencionales usadas en la mayoria de las investigaciones tienen una configuracién de
bobina de Helmholtz [79, 83, 86, 87, 99, 107-110] o de solenoide [78, 84, 85, 111], las cuales crean
campos idealmente uniformes y paralelos en el area de interés (Figura 10); por el contrario, los CMV
generados por las bobinas de Rodin son heterogéneos y estan dirigidos a direcciones variables en el
area de interés, lo que se logra incluso sin cambiar la direccién de la corriente que activa la bobina

[53]. Con las variaciones del CM aparece un campo eléctrico inducido (Figura 9) [56], cuya interaccion
puede expresarse mediante la ecuacién de la ley de Faraday en forma vectorial como [112]:V xE =

- - —
— dB/dt, donde E es el campo eléctrico, B es el campo magnético y t es el tiempo; y describen
lineas de campo perpendiculares entre si. Ahora bien, una particula cargada, sumergida en un CM o
eléctrico experimentard una fuerza que cambiard su estado de movimiento, cuya direccion vy

velocidad serdn consecuentes a lineas de campo en donde se encuentra inmersa [56]. Una particula
-
eléctrica cargada g dentro de un campo eléctrico experimentara una fuerza Fy de acuerdo con la

- -
ecuacion: Fy = gE; este campo actuara sobre particulas con carga ya sea que estén en reposo o
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movimiento. De modo similar, una particula cargada ¢ moviéndose a una velocidad ¥ dentro y con

- > P
respecto a un CM, experimentard una fuerza Fy de acuerdo con la ecuacion: Fz = qv X B (Figura

33), este campo actuard en particulas con carga siempre y cuando estén en movimiento [56].

a b
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Figura 33. Interacciones de cargas eléctricas en campos a) magnético y b) eléctrico.
Cuando el campo eléctrico y el CM actuan al mismo tiempo sobre una particula cargada q a
una velocidad v, la fuerza total en ella puede expresarse como la fuerza de Lorentz: F, =

q(E + U X §) Puesto que el CM puede atravesar un sistema bioldgico a diferentes profundidades
sin un contacto directo y sin atenuaciones de intensidad considerables y generar en ese punto
corrientes eléctricas; tal propiedad se puede usar en aplicaciones médicas que requieran
estimulacion eléctrica profunda como la estimulacion magnética transcraneal [113], en contraste
con lo que se lograria con campos o corrientes eléctricas directas. De esta forma, los CMV generados
por la bobina de Rodin escaparan de la “rigidez” de los CM convencionales; pues tendran campos
variables (magnitud, direccion y sentido), y podrian aplicarse en casos donde se busque minimizar la
dependencia de la orientacién y de la posicién de un CM (bobina) tradicional; por ejemplo, la
respuesta ante el estimulo magnético en un grupo de neuronas respecto al angulo de inclinacién de
la bobina [114-117]; En éste tipo de bobinas, los cortes entre corrientes adyacentes crean un CM
global complejo, un CMV, de acuerdo con Rodin, et al., 2012 [53] diferente al convencional lineal y
homogéneo. Hasta donde se sabe, la Unica investigacion previa con evidencia cientifica que compara
la parte experimental y tedrica, del uso de bonina de Rodin, en aplicaciones de cultivos celulares es
el trabajo realizado por Pérez, et al., 2013 [59]. Estas diferencias en la geometria de las bobinas

generan campos diferentes y proporcionan un estimulo distinto en el objeto de estudio a nivel
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celular; incluso, los diferentes tipos de la funcién geométrica que se elijan para alimentar de
corriente a la bobina, también podrian influir en la respuesta celular, aun bajo las mismas

condiciones de intensidad del CM o campo eléctrico inducido [118].

En el sistema de estimulacion disefiado en esta tesis, la variacion espacial de CM estimula la
muestra bajo un comportamiento de gradiente vectorial [119]; es decir, la intensidad y direccion
magnética del vortice (~ 1.0 mT) no es uniforme en un plano paralelo a la bobina y cambiard en cada
punto del espacio. La frecuencia elegida de 75 Hz se fundamentd en trabajos previos donde se
encontré un efecto citoprotector [80] y un proceso no amiloidogénico en la linea celular SH-SY5Y

[81].

Para determinar cualquier interferencia entre el CM y el material de la incubadora se aplicd
el método de simulacién computacional de analisis de elementos finitos [120-123]. Se simuld una
incubadora con diferentes materiales en interaccién con el CMV, y cada uno provoco variaciones de
apantallamiento en el CM. El apantallamiento o relajacion del CM dentro de la incubadora depende
del material en las paredes de la cdmara, el espacio libre entre la bobina, las paredes, y la magnitud
del CM. Se analizé la distribucion de CM dentro de la incubadora y su interaccion con las paredes
dentro de la cdmara. Particularmente, en relacion con la incubadora empleada en el experimento,
se analizo la distribucién de CM con una aleacion de acero inoxidable en la cdmara; como resultado,

se obtuvo un apantallamiento que aumenta el CM dentro de la bobina Rodin de 1 mT a 1.35 mT.

No se encontré informacién relacionada con el efecto de CMV en el mecanismo molecular
bioldgico; sin embargo, las publicaciones revisadas sugieren que variaciones en el CM pueden inducir
actividad bioldgica diversa (Tabla 1), ya que se estimulan las propiedades eléctricas de las
biomoléculas [124] y el campo eléctrico pulsado afecta directamente la electrofisiologia celular,
interrumpiendo transitoriamente su potencial de membrana [125]. Asimismo, se ha confirmado una
reorientacion magnética de las células del neuroblastoma inducida por CM estatico [126].
Desafortunadamente, el uso de CMV no esta involucrado en la gran mayoria de las investigaciones
relacionadas con la estimulacién con CM; sélo se identificaron dos estudios que aplicaron CMV en
sistemas bioldgicos, aunque el efecto reportado fue inducido principalmente por potenciadores

externos al CM [59, 127]. Ademas, estos estudios no formularon algun mecanismo molecular que

61



explique el efecto de la exposicion a la CMV. Se sabe que los CEM uniformes promueven la
proliferacion de células humanas al disminuir los niveles de especies de oxigeno reactivo intracelular
y aumentar la expresion de marcadores del ciclo celular [128]. En el presente trabajo se encontré un
resultado similar en el incremento de la proliferacion de la linea celular de neuroblastoma y se

identificé un aumento en la viabilidad celular después de la estimulacién con CMV.

Las publicaciones revisadas sugieren un efecto regulatorio de los CEM en términos de dosis,
tiempo, frecuencia y tipo de bobina utilizada, con respecto a inducir un efecto citoprotector o un
efecto citotoxico (Tabla 1 y Tabla 2). En esta tesis se encontrd un aumento en la viabilidad celular
después de que las células de neuroblastoma fueron expuestas a CMV. En este caso sélo se analizd
indirectamente la agregacion de BA por la citotoxicidad [129] y estrés oxidativo en las células SH-
SY5Y [130] relacionandolo con la muerte celular. Se sabe que las especies reactivas de oxigeno
pueden modular los niveles de expresion de diversos grupos de genes (enzimas antioxidantes,
citoprotectoras), donde algunos factores de transcripcidon estan regulados por un estrés oxidativo
gue no es citotoxico y puede servir a las células para adaptarse al estrés [131]. Por lo tanto, se
demuestra que los CMV previenen la citotoxicidad inducida por BA, y la inhibicion de la agregacién

de BA podria ser el mecanismo responsable de este resultado, tal como se esperaba.

La cinética de agregacion del PBA es un proceso bien definido, el cual depende de la
concentraciéon de la proteina y el tiempo principalmente [37], cuya secuencia (Figura 1) puede
diferenciarse claramente en tres etapas en una curva de crecimiento [41], donde cada una revela la
presencia de tamafos y pesos moleculares diferentes (Figura 3). Este proceso mecanicista se
caracteriza secuencialmente por: i) una fase lenta de nucleacion en la que los monémeros llevan un
cambio conformacional o plegamiento incorrecto y se autoagrupan para formar nucleos
oligoméricos. En la segunda etapa, ii) una fase de crecimiento donde los nucleos crecen rapidamente
y forman polimeros y fibras mds grandes. Finalmente, iii) una fase estable o de saturacion con un
equilibrio entre los polimeros formados y los mondmeros peptidicos. Los resultados del analisis
cuantitativo de esta tesis sugieren que el CMV afecta la etapa de nucleacién de la agregacion del BA.
Mostramos mediante el ensayo tioflavina-T una disminucién significativa de los agregados de BA

estimulados con CMV, en comparacion con las muestras no expuestas y cuyo comportamiento
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concuerda con un trabajo previo [101] en tiempo y etapas de dicha secuencia. En cada punto de
tiempo probado del ensayo de polimerizacion (Figura 26), la linea correspondiente a la muestra
expuesta a CMV no muestra un aumento significativo, se observa una tendencia del BA a permanecer
en estado no agregado en comparacion con las fases normales de agregacion. Sin embargo, la sefial
de baja fluorescencia en las muestras expuestas puede atribuirse a agregados de bajo peso
molecular que permanecen con cambios conformacionales de la fase de nucleacion durante el
experimento de las 0 a 24 h. Si bien se sabe poco de los mecanismos moleculares de interaccién,
estas variaciones del CM podian contribuir con fuerzas (eléctricas/magnéticas) en diferentes
direcciones que superen la energia hidrofébica favorable intramolecular e intermoleculares que
interactlan con residuos polares de las cadenas laterales del PBA, sin contar las interacciones
solvente-proteina. Una de las interaccion intramolecular mas importantes podria ubicarse en el
nucleo de una molécula al desestabilizar la unién de D23 con K28 y promover uniones con otros
residuos o cadenas laterales con carga (como E11, K16, E22) en una flexién del esqueleto
polipeptidico, cambiando su estructura secundaria caracteristica y dejando al mondmero con una
zona hidrofdébica reducida, desestabilizando la formacién de fibrillas entre las moléculas [47, 133,
134]. Esta descripcion se puede comparar con la que obtuvo el grupo de investigacién de Todorova
N, 2016 [132] al usar dindmica molecular para simular la interaccion de un péptido amiloidogénico
con campos eléctricos y electromagnéticos externos de diferentes intensidades y direcciones.
Encontraron que el CEM puede tener la capacidad de mantener el péptido en ciertas
conformaciones proporcional a la intensidad, una de las cuales corresponde a conformaciones
inhibidoras de fibrillas. Asi como sucede en interacciones con estructuras de las células bajo un CM

[126], recordando que un CM variable en el tiempo induce un campo eléctrico [56, 135].

Los efectos reportados en este trabajo se deben Unicamente al CM (y eléctrico inducido) y
no hay algun otro elemento quimico, bioldgico o fisico extra que aporte una nueva variable a la
respuesta de agregacién, en comparacion con investigaciones previas con CMV [59, 127]. Todos los
ensayos de polimerizacién parten de BA monomerizada; y si bien es una técnica ya definida [101],
se deben de cuidar todas las variables en el proceso, pues se puede incurrir en errores sistematicos
gue no dependan exclusivamente del experimentador (reactivos en malas condiciones o equipo en

mal estado). Este resultado se confirmo cualitativamente mediante la técnica de SDS/PAGE al 16% y
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WB, caracterizado también en un trabajo previo [101], donde se observaron diferentes tipos de
agregados (Figura 31 a). Tal resultado se puede explicar asumiendo que el CMV inhibe la unién de
BA-BA, al menos durante el tiempo de exposicion, deteniendo el proceso secuencial de agregacién
de BA en la fase de nucleacién, lo cual se identificd por los oligdmeros de bajo peso molecular

mostrados en las bandas de la placa de WB.

a) c)

b)

Figura 34. Diagrama simplificado de la interaccion de las cadenas laterales de los residuos con carga en a) una molécula
de BAy b) en la formacion de fibrillas entre dos moléculas. Cédigo de colores para cargas rojo (+), azul (-) y verde
(hidrofdbico).

Los oligdmeros, trimeros y tetrdmeros de baja masa molecular existen desde el comienzo del
experimento (tiempo = 0). Esta evidencia de agregados al inicio del proceso dependerd de las
condiciones de preparacion como el tipo de anticuerpo, pH y temperatura [136], y podrian no
representar una proporcion significativa de las especies formadas [137]. Asimismo, en las muestras
estimuladas, se observaron algunas fibrillas en la parte superior de las bandas en la placa del WB.
Esta intensidad en la banda aumenta de forma directa con el tiempo, sugiriendo que el CMV retrasa
la agregacién del BA. Es necesario realizar mas estudios incrementando el tiempo de observacion y
estimulo para aclarar esta afirmacién. El punto clave de esta tesis se fundamenta en la alta capacidad
del CMV para reducir la formacién de fibrillas del BA; algunos otros grupos de investigacion han
demostrado el efecto de los CEM en modelos animales reduciendo la carga del BA en el cerebro de

ratones [138-140], y en contraste con eso, en este trabajo de investigacion se informa por primera
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vez la reduccion de aproximadamente el 86% de la agregacion del BA4; mediante condiciones
experimentales in vitro. Recientemente, Saikia, et al. 2019, mostraron una reduccién en la
agregacion del BA en un 27 % en BAis-22 y ninguna reduccidon en BAs2 cuando las muestras fueron
expuestas a 0.8 T de CM [141]. Estos datos muestran una diferencia drdstica en comparacion con
nuestros resultados que puede atribuirse a las distintas geometrias (campo vectorial) de CM, ya que
ellos expusieron las muestras a CM homogéneos, mientras que en esta investigacién se emplearon
CMV. Otra diferencia sustancial es la intensidad de CM empleada, de 0.8 T en comparacién con ~ 1.0
mT en nuestro estudio. Segun Saikia, et al. 2019, la fuerza de CM aplicada en su estudio, fue
ineficiente para modular la estructura secundaria de BAs4y, y esta afirmacién respalda otro estudio
previo, que indica que para inducir cambios conformacionales en péptidos, se requiere de un CM de
intensidad muy alto, en un rango de 10 - 15 T [142]. A pesar de estas afirmaciones, aqui se demostrd
gue un CM de baja frecuencia e intensidad (75 Hz, 1.0 mT) reduce en gran medida la agregacién de
BA; a su vez, Darwish, et al. 2020, recientemente demostraron que un CM uniforme de frecuencia
extremadamente baja (50 Hz, 2.4 mT) puede afectar a otra conformacion proteica, CREB,
involucrada en actividades neuronales [143]. Al realizar el analisis de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, el mismo grupo de investigacion sugiere que el efecto en CREB esta
asociado con el cambio de enlaces de hidrégeno en la estructura secundaria de la proteina, alterando
la frecuencia de vibraciones de estiramiento o flexién, y estas condiciones hacen que estas
vibraciones sean susceptibles a la influencia del CM. Presumimos que la susceptibilidad mencionada
también puede influir en la conformacion del PBA, alterando el mecanismo clave de formacién de
las fibrillas BA; que implica la transicién conformacional de BA a-hélice a hoja-B. Puesto que la fuerza
del CMV afecta directamente las cargas de aminoacidos y perturba la naturaleza del péptido, ésta

puede promover la exposicidn de residuos hidréfobos evitando la autoagregacion.

El CMV podria influir en la estructura secundaria de BA y mantener mondmeros y oligdmeros
de bajo peso molecular en la conformacién a-hélice o impedir el acople de mondmeros en la
conformacién de hoja-, como se muestra en el BA expuesto a CMV observado con la técnica de WB
en la Figura 31-a. Saika J, et al. 2019, [141], en su estudio, describen que el posible efecto de un
campo eléctrico sobre el BA es el alineamiento de macromoléculas a lo largo del eje del campo

aplicado. En el caso de CMV se propone que las macromoléculas de BA, permanecen en constante
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movimiento, con la tendencia a alinearse al campo durante cada cambio de éste; es decir, ya que se
ha demostrado un movimiento disperso y heterogéneo de campo, debido a la aleatoriedad de las
lineas de fuerza, tanto del campo eléctrico inducido como del CM mismo, promoveran movimientos
aleatorios del BA correspondiente con la intensidad especifica del CM aplicado. Budi, et al. 2005,
[144] compararon la influencia de los campos eléctricos estaticos y oscilantes en la cadena B de
insulina; encontraron que los campos eléctricos oscilantes, con cambios variables y rapidos en
diferentes direcciones, son mas desfavorables para mantener la estructura de la proteina que los
campos estaticos de fuerza efectiva similar, también demostraron que el campo estatico estabiliza
la estructura secundaria; este efecto puede explicar la alta variacion encontrada en la agregacion de
BA en nuestro estudio en comparacién con Saika, et al, 2019. El reporte de Todorova, et al. 2016,
[132] demostrd que los cambios estructurales y dindmicos en los péptidos amiloidogénicos, debido
a la alineacién del dipolo a lo largo de la direccién del campo aplicado, estan regulados por la
intensidad del campo eléctrico. Asimismo, las variaciones en las frecuencias estan relacionadas con
efectos en el mecanismo de resonancia estocastica [145], asociado a factores que conducen vy
mueven iones celulares libres internos y externos orientados a la direccién del CEM y que promueven
el movimiento de transicion en las membranas celulares. Por ejemplo, al activar los mecanismos de
resonancia en funcion de la frecuencia de activacion especifica en las redes neuronales, se induce
un efecto cooperativo entre los mecanismos internos y las sefiales periddicas externas [146, 147].
Toschi, et al. 2009, [148] simularon computacionalmente el efecto de un campo eléctrico externo
estatico aplicado al PBA, encontrando que dicho campo tensa las hélices (con centro de carga
terminal N positivo, terminal C negativo) y tienden a orientarse paralelamente al campo eléctrico,
desencadenando asi, la conversion del PBA42 en hélice alfa a una espira al azar y/o a la hoja beta
tipica en las placas BA. Otra explicacién del fenémeno lo revelan los trabajos de llivea, et al. 2019,
[134] que estudid la estabilidad conformacional de los péptidos helicoidales alfa, mediante una
simulacién computacional de teoria funcional de densidad, sumergidos en campos eléctricos de
diferente intensidad y direccién. Se encontrd que el campo eléctrico a lo largo del eje longitudinal
de la hélice tiene un efecto perturbador y es el de mayor intensidad, cuya pérdida de estabilidad es
reversible, aunque podria deberse al método computacional utilizado para el calculo. De forma

similar, Dutta, et al. 2015, [106] analizé el efecto de los campos eléctricos en diferentes tipos de
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interacciones no covalentes y encontré que este tipo de interacciones pueden ser alteradas por
presencia de campos eléctricos externos y cuyo efecto energético variard dependiendo del eje

particular en el que se aplica dicho campo.

Actualmente, las aplicaciones médicas de los CM se centran en la estimulacién transcraneal
con intensidades de CM de hasta 2.5 T o se aplican repetidamente a intensidades de campo mas
bajas, modulando la actividad cerebral en la region cortical afectada mas alld de la duracion de la
estimulacion [113, 149]. La permeabilidad es otra ventaja del CM, atravesando diferentes capas
celulares hasta el drea de estimulacién, esta capacidad no es aplicable al campo eléctrico. Entre las
aplicaciones y capacidades del CM, se estd investigando el tratamiento con estimulacién magnética
transcraneal en la EA, propuesto como una herramienta prometedora en la clinica como diagndstico
y rehabilitacion; y en la investigacion, diversos aspectos fisioldgicos relacionados con la EA [150,

151].

CONCLUSION

En este trabajo se estudid el efecto de los CMV sobre el proceso de agregacion del BA
mediante una investigacion multidisciplinaria que ayude a proponer un protocolo adecuado de
estimulacion magnética, que sea terapéuticamente potencial para el tratamiento de la EA. Los CMV
inhibieron la agregacion del PBA, demostrado por resultados cualitativos y cuantitativos, asumiendo
gue el CM vy el campo eléctrico inducido inhiben la unién de BA-BA al menos durante el tiempo de
exposicion, deteniendo el proceso secuencial de agregacion de BA en la fase de nucleacién. Los
resultados de la linea celular SH-SY5Y demostraron que los CMV inhibieron la agregacién y retrasaron
la formacion de fibrillas del PBA, asi como la accidon de prevenir la toxicidad de tales agregados en la
linea celular de neuroblastoma humano aumentando su viabilidad. El mecanismo molecular
implicado en el aumento de la viabilidad celular se desconoce, sin embargo, el CMV podria promover
la proliferacion a través de disminuir los niveles de especies reactivas y aumentar la expresion de
marcadores del ciclo celular, similar al efecto que tienen los CM uniformes. Queda mucho por
investigar acerca de los efectos del CMV sobre el BA y es necesario ahora estudiarlo en un sistema
mas complejo, como los modelos in vivo, ademas de afladir mas pruebas que nos permitan

comprender los mecanismos moleculares implicados en la estimulacién con CMV.
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PERSPECTIVAS

Unas de las pruebas pendientes con los procedimientos realizados, en esta tesis, es
comprobar si los CMV son capaces de revertir o detener la agregacién de BA recombinante tanto en
la fase de crecimiento como la de saturacién; ademas, queda por comprobar si el efecto del CMV es
permanente o tiene un limite temporal, cuyo efecto serd mas interesante observarlo en el cultivo

celular.

Asimismo, serd interesante el estudio in vivo con modelos que reproducen los principales
marcadores neuropatolégicos de la EA: las placas extracelulares de BA y las MNFs de proteina tau;
en particular, ratones transgénicos de tipo 3xTg-AD [152] serdn un buen modelo. El estudio con
ratones llevard a crear un nuevo sistema de estimulacién (Figura 35) donde se analizard el tipo de
frecuencia e intensidad del campo a estudiar para disefiar el generador de sefiales correspondiente.
En este estudio se podrdn realizar pruebas cognitivas a los ratones como el laberinto acudatico de
Morris para su evaluacion en tareas de aprendizaje y memoria [153-155], el test de campo abiertoy
reconocimiento de objetos nuevos para evaluar la reactividad emocional en una situacion de
novedad, a través de la conducta exploratoria vertical y horizontal [156], o la tabla de 16 0 4 agujeros

de Boissier para medir la conducta exploratoria y “curiosidad” de los animales [157, 158].

a) Movimiento b) Bobina
restringido
Camara
g Tubo de acrilico
o PVC
Sistema de estimulacion
Base

Figura 35. Sistema de estimulacién propuesto para futuros estudios. a) Sistema de estimulacién multiple para ratones

sanos y transgénicos en movimiento restringido. b) Partes del sistema de estimulacion individual de ratones.
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Finalmente, el cerebro de los ratones se estudiaria mediante: a) técnicas histoquimicas para
identificar estructuras cerebrales y su relacion con el efecto del BA, asi como cualquier otra de
interés (como tau) y, b) un andlisis bioquimico para el reconocimiento de agregados del BA.

Se esperaria que con estas pruebas se obtenga informacion mas completa respecto a los efectos
positivos o negativos de los CMV por si mismos sobre un ser vivo y el efecto conjunto sobre la

evolucion de la patologia neurofibrilar en la EA.
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