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RESUMEN / ABSTRACT

Las enfermedades neurodegenerativas representan uno de los problemas
meédicos mas importantes a nivel mundial debido al gran numero de personas afectadas
y a la poca informacion que se tiene respecto a su posible tratamiento o cura. Por tanto,
las investigaciones recientes se han centrado en la busqueda de compuestos naturales
que ayuden a reducir los sintomas o retrasar su aparicion. Diversos compuestos
fendlicos, mas concretamente los polifenoles, se postulan como candidatos idoneos para
tratar este tipo de enfermedades.

En este trabajo de revision bibliografica, el objetivo principal es conocer los efectos
in vitro e in vivo que tienen determinados polifenoles en la agregacidén amiloide especifica
en las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, los mecanismos de accion que
subyacen a dichos efectos y las técnicas experimentales mas utilizadas para estudiarlos.

Los resultados obtenidos de los polifenoles seleccionados han demostrado, en
general, reducir la agregacion de las proteinas que causan estas enfermedades

neurodegenerativas ademas de tener numerosos efectos beneficiosos para la salud.

Neurodegenerative diseases constitute one of the most important medical
problems worldwide because of the large number of affected people and the lack of
information about their potencial treatments or cure. Therefore, recent researches have
focused on the search for natural compounds that may reduce symptoms or delay their
onset. Diverse phenolic compounds, more specifically polyphenols, qualify as perfect
candidates to treat this type of diseases.

The main aim in this revison work, was to ascertain the in vitro and in vivo effects
of certain polyphenols in amyloid aggregation present in Alzheimer's and Parkinson’s
diseases, the mechanisms of action underlying these effects and the most frequently used
experimental techniques to study them.

In general, results of selected polyphenols show significant effects in reducing the
aggregation of proteins that cause these neurodegenerative diseases in addition to other

beneficial effects for health.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades neurodegenerativas

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en todo el mundo, alrededor
de 50 millones de personas tienen demencia y, cada afno, hay casi 10 millones de casos
nuevos. Se espera que el numero total de personas con demencia aumente a 82 millones
en 2030 y a 152 millones en 2050. Entre ellas, la enfermedad de Alzheimer (EA) vy la
enfermedad de Parkinson (EP) son las mas comunes y de gran preocupacion, ya que
son crénicas y progresivas y afectan a una parte significativa de la poblacion de edad
avanzada (Hornedo-Ortega et al., 2018).

Estas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disfuncion
selectiva y por la pérdida de neuronas asociada con trastornos del plegamiento de
proteinas o proteinopatias que consisten en un plegamiento de proteinas alternativo que
conduce a la formacion, deposicién y acumulacion de agregados téxicos mal plegados.
Cada tipo de agregado es generalmente especifico para una enfermedad, ya sea que
ocurra en el sistema nervioso central (SNC) o en la periferia (G. Kovacs, 2016; Dhouafli
et al., 2018). Para la EA los agregados especificos son los de la proteina beta amiloide
(AB) y la proteina tau y para la EP la proteina alfa-sinucleina (a-syn).

La agregacion de estas proteinas, aunque dan lugar a distintas enfermedades,
siguen el mismo modelo cinético de siembra-nucleacion, desde la formacién de una
especie intermedia soluble hasta la generacion de protofibrillas y la posterior acumulacién
de agregados fibrilares insolubles que tienen en comun una estructura rica en laminas 3,
insolubilidad en solventes fuertes y detergentes, resistencia a la proteasa y la capacidad
de unirse a colorantes especificos de amiloide (rojo del Congo y tioflavina). La
acumulacion de estas proteinas causa disfuncién celular y dafo tisular que conduce a la
aparicién de los sintomas clinicos en pacientes a través de la induccion de inflamacion,

estrés oxidativo y muerte celular (Dhouafli et al., 2018).



1.1.1. Enfermedad de Alzheimer

La EA ha sido objeto de numerosos estudios en las ultimas dos décadas. Los
experimentos con animales han ayudado a comprender los mecanismos por los cuales
se produce esta enfermedad (Duyckaerts et al., 2009).

Los sintomas caracteristicos son la reducciéon de la memoria (para la nueva
informacién), los trastornos de la memoria (de la informacién ya conocida) y la
desorientacion de la propia persona, asi como el tiempo, el lugar y la situacién. Ademas
de estos sintomas, se pueden incluir cambios en la personalidad y en el estado de animo,
sintomas fisicos como la pérdida de peso o aumento del tono muscular y trastornos de
funciones cognitivas especificas como las habilidades motoras y la percepcion (Yilmaz,
2015)

Se puede deber a tres tipos de lesiones: las relacionadas con la acumulacién, que
son faciles de detectar y representan la base del diagndstico, aquellas debidas a pérdidas
de neuronas y de sinapsis: dificiles de determinary las que se deben a procesos reactivos

como la inflamacién (Duyckaerts et al., 2009).

Lesiones debidas a acumulacion

Las lesiones por acumulacion se deben a la deposicion del péptido AB vy la
agregacion de la proteina tau. Estas dos proteinas son constituyentes normales de las
células pero en la EA adoptan una estructura fibrilar atipica que la hace poco soluble en
disolucién acuosa.

La deposicion de péptidos AB esta relacionada con un desequilibrio entre su
producciéon y su eliminacion. El péptido AR se escinde de su precursor, la proteina
precursora amiloide (APP), que es una proteina transmembrana, mediante dos
actividades enzimaticas secuenciales: la B-secretasa que escinde el APP en su dominio
extracelular y deja un fragmento llamado C99 que se vuelve a escindir por el complejo
transmembrana de gamma-secretasa que incluye presenilina (Duyckaerts et al., 2009).
Los depdsitos comprenden una mezcla de diferentes isoformas de AB, algunas pueden

empezar en el aminoacido 3 o terminar en el 42. Esta Ultima tiene dos aminoacidos



adicionales en el carbono terminal del péptido, es mas hidréfoba y tiende a precipitar en
disolucion acuosa (Duyckaerts et al., 2009; Liu et al., 2006).

Se han desarrollado muchos anticuerpos anti-Af. Utilizados como reactivos
inmunohistoquimicos, han revelado diferentes aspectos de la patologia. Algunos de ellos
interactuan con los ultimos aminoacidos ubicados en el C-terminal del péptido y permiten
distinguir las isoformas AB40 y AB42, otros no reaccionan con las isoformas N-truncadas
(Fig.1) (Duyckaerts et al., 2009).

APP soluble procesado
por Beta secretasa

Dominio C-
terminal

B-Secretasa

Dominio
intracelular

de APP
AR (1-42)

—p

AR (1-40) y-Secretasa

Fig.1: Escision de la APP en las isoformas AB4o y AB42 (Estrada and Zomosa, 2017)

Tau es una fosfoproteina codificada por un solo gen que abarca 16 exones, pero
se expresa en diferentes isoformas debido al empalme alternativo del ARN. Esta proteina
contiene un dominio de unién a tubulos que comprende tres o cuatro dominios repetidos
(tau 3R y 4R) conservados en la parte C-terminal por los cuales se diferencian las
distintas isoformas. La expresion de diferentes isoformas de tau es especifica del tejido
y esta regulada por el desarrollo. Las isoformas tau 3 y 4 R se encuentran en la EA
(Duyckaerts et al., 2009; Arendt et al., 2016).

La acumulacion de tau se observa solo en las neuronas, a diferencia de otras
tauopatias, donde también se ven afectadas las células gliales. La acumulacion neuronal

de fibrillas tau tiene lugar en el soma neuronal como enredos neurofibrilares (NFT), en



dendritas como hilos de neuropilo y en axones como la corona neuritica de placas. Los
NFT se encuentran principalmente en las neuronas piramidales del hipocampo, de la
corteza entorrinal y de las capas Illl y V de la isocorteza, dejando a las interneuronas en
gran parte sin afectar. Los "hilos de neuropilo" o "fibras de tortuga" consisten en
filamentos helicoidales pareados que se acumulan en las dendritas de las neuronas que
contienen enredos. Ocurren en etapas tempranas de la degeneracion neurofibrilar y
representan la carga mas grande de la patologia tau (Duyckaerts et al., 2009; Arendt et
al., 2016).

Se ha sugerido que existe una interaccién entre el péptido AB y la proteina tau en
ambas direcciones, es decir, AR puede conducir a la formacion de tau y tau puede
conducir a la formacion de AB. El resultado del cruce de ratones transgénicos (con APP
y con tau humano) fue el incremento de la patologia tau pero no la patologia AB (Ittner
and Gotz, 2011; Bright et al., 2015).

La inyeccion intracerebral de agregados de AB en ratones transgénicos con tau
humano aumenta el numero de inclusiones de tau (Bolmont et al., 2007). El oligébmero AB
puede inducir una redistribucion de tau al soma y a las dendritas (Zempel and Mandelkow,
2012) y podria contribuir a la disfuncion sinaptica (Tackenberg et al., 2013). La
hiperexcitabilidad mediada por NMDAR (acido N-metil-D-aspartico), un mecanismo que
podria conllevar tau, parece ser importante por los efectos nocivos de AR en la sinapsis
(Shankar et al., 2008; Tackenberg and Brandt, 2009; Busche et al., 2012; Tackenberg et
al., 2013). Esta hiperexcitabilidad de las neuronas después de la exposicion a AR se
reduce en ausencia de tau, y tau parece ser necesaria para la neurotoxicidad inducida
por AB (Roberson et al., 2007; Ittner et al., 2010; Vossel et al., 2010; Roberson et al.,
2011; Shipton et al., 2011; Nussbaum et al., 2012), lo que apoya la opinidon de que tau
actua hacia la formacién de AR (Arendt et al., 2016). Sin embargo, un estudio reciente en
ratones transgénicos que sobreexpresan formas mutantes de la APP humana y la
presenilina 1 sugiere un mecanismo de retroalimentacién con tau que también regula el
AB porque, ademas de proteger de la pérdida neuronal y sinaptica, la eliminacién de tau
produjo una menor carga de placa (Leroy et al., 2012).

El porqué las patologias AB y tau se asocian de forma tan intima y regular todavia

es una de las principales cuestiones sin resolver de la EA.



Lesiones debidas a pérdidas

La pérdida de neuronas durante la enfermedad es focal, es decir, afecta a un sitio
especifico del cerebro. Se ha documentado una pérdida neuronal grave en la capa Il de
la corteza entorrinal (de hasta el 90% del total en los casos mas avanzados), en el sector
CA1 del hipocampo (donde el numero de neuronas se redujo tres veces), en el giro
temporal superior y en el giro supramarginal (Duyckaerts et al., 2009).

Hay evidencias que apuntan que la muerte neuronal en la EA esta causada por el
proceso de apoptosis, relacionado este, a su vez, con la toxicidad por el péptido AB. La
proteina C-Jun, que esta asociada con la activacion de la cascada apoptoética, se expresa
en la EA y se encuentra ligada a los nudos neurofibrilares (NFT) (Pearson et al., 2006).
Todavia no se ha podido determinar ni la prevalencia de células apoptéticas en el cerebro
con Alzheimer ni la cinética de la muerte neuronal.

Las pérdidas sinapticas en la EA se caracterizan por dos aspectos: las sinapsis
participan en las placas seniles (depésitos de amiloide) y el numero total de sinapsis en
el cerebro con Alzheimer disminuye con el tiempo (Duyckaerts et al., 2009).

Los marcadores presinapticos (como la sinaptofisina y SNAP-25) o los
postsinapticos (como el PSD-95) se han utilizado para analizar las alteraciones
sinapticas. En general, se produce una disminucion de los marcadores vesiculares, como
la sinaptofisina, mientras que los marcadores de membrana, como el SNAP-25, se
mantienen (Duyckaerts et al., 2009). Se encontré que la proteina postsinaptica PSD-95
se incrementaba en la corteza frontal (Leuba et al., 2008).

En conclusion, existen numerosas pruebas de que las sinapsis desempenan un

papel fisiopatologico importante en la EA.

Lesiones debidas a procesos reactivos

Las microglias activadas, los primeros componentes de la cascada del
complemento, las citoquinas proinflamatorias son evidencias de un proceso inflamatorio
en curso en la placa senil (Duyckaerts et al., 2009; Eikelenboom et al., 2008). La

inmunizacion pasiva o activa contra varios epitopos del péptido amiloide reduce la carga



de amiloide aunque aumenta la atrofia y el volumen ventricular (Nicoll et al., 2006; Foz et
al., 2005). La fagocitosis de AB por los macrofagos esta asociada con la eliminacion de
péptido AB (Nicoll et al., 2006).

En la corteza de los pacientes con Alzheimer la densidad de empaquetamiento de
los astrocitos fibrosos se incrementa. La astrogliosis esta correlacionada con la densidad
de nudos neurofibrilares y de depdsitos de AB. Los astrocitos que se encuentran
alrededor y en los depdsitos difusos pueden contener granulos marcados por anticuerpos
anti-AB que proporcionan diferentes resultados debido a la heterogeneidad de las
isoformas de AB que se encuentran en los astrocitos (Duyckaerts et al., 2009).

La EA se caracteriza por pérdida de estructuras normales y de procesos
regenerativos. Ramon y Cajal pensé que la placa amiloide era la consecuencia de un
proceso regenerativo alterado (Duyckaerts et al., 2009). Mas recientemente, los signos
de neurogénesis se han estudiado en la EA con resultados controvertidos: se ha
encontrado que los marcadores de neurogénesis aumentan (Jin et al., 2004); sin
embargo, se sospecha que las neuronas recién generadas no se convierten en neuronas

funcionales (Li et al., 2008).

1.1.2. Enfermedad de Parkinson

La EP es un trastorno neurodegenerativo comun y complejo. Es una enfermedad
idiopatica del sistema nervioso que representa la segunda enfermedad degenerativa mas
frecuente (Kalia and Lang, 2015; Beitz, 2014).

Este trastorno se manifiesta con una amplia gama de sintomas, es el resultado de
una combinacion de factores genéticos y ambientales e implica multiples areas
neuroanatémicas y (Kalia and Lang, 2015).

La EP es un trastorno de movimiento con cuatro sintomas principales: bradicinesia
(ralentizacion de los movimientos), rigidez, temblor y deterioro postural y de la marcha.
La bradicinesia debe ocurrir en combinacion con el temblor, rigidez o ambos. El ultimo
sintoma se desarrolla mas con la progresion de la enfermedad con el tiempo (Kalia and
Lang, 2015; Tysnes and Storstein, 2017). Otras manifestaciones motoras incluyen

hipomimia (inexpresividad facial), disminucién de la velocidad de parpadeo del ojo,



postura encorvada, escoliosis, andar arrastrando los pies, "congelamiento" (incapacidad
para moverse), hipofonia (voz cada vez mas suave) o palilalia (repeticién de palabra o
frase) (Beitz, 2014).

Los sintomas no motores preceden a los sintomas motores e incluyen cambios
cognitivos, cambios conductuales/neuropsiquiatricos, hiposmia (sentido del olfato
alterado), trastorno del suefio REM, depresion, incontinencia urinaria y disfuncion eréctil.
La psicosis y las alucinaciones también pueden ocurrir en pacientes con Parkinson (Beitz,
2014).

La edad es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de la EP con una edad
promedio de inicio de 50 a 60 afios. La genética es otro factor de riesgo: los familiares de
primer grado de los pacientes afectados tienen un riesgo 2 a 3 veces mayor de desarrollar
la enfermedad (Savica et al. 2016). Otros factores de riesgo para la EP incluyen las
exposiciones ambientales como el consumo de agua de pozo, el consumo de cigarrillos
y alcohol, el exceso de peso corporal, la exposicidon a cobre, manganeso y plomo, la alta
ingesta dietética de hierro y la exposicion a pesticidas (Kalia and Lang, 2015; Beitz, 2014;
Tysnes and Storstein, 2017). El riesgo de desarrollar la enfermedad es claramente
multifactorial (Lee et al., 2011).

La EP se caracteriza por la pérdida o degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas (productoras de dopamina) en la substancia nigra pars compacta (SNpc)
que da como resultado un marcado deterioro del control motor y el desarrollo de cuerpos
de Lewy o agregados intracelulares anormales que contienen la proteina a-syn que afecta
al funcionamiento 6ptimo de las neuronas. Otra caracteristica de esta enfermedad es la
neuroinflamacion (Kalia and Lang, 2015; Beitz, 2014).

La degeneracion neuronal esta causada, entre otros factores, por especies
reactivas de oxigeno (ROS) que producen disfuncidn mitocondrial o estrés oxidativo
(Beitz, 2014). La pérdida de neuronas ocurre en otras regiones cerebrales como el nucleo
basal de Meynert, el nucleo de rafe, la amigdala y el hipotalamo (Dickson, 2012).

Las mutaciones genéticas de la proteina a-syn hace que ésta se vuelva anormal,
insoluble y se auto-agregue. Esta agregacién es un componente de los cuerpos de Lewy,

inclusiones celulares caracteristicas de la EP (Beitz, 2014). La patologia de Lewy,



ademas de en el cerebro, también se puede encontrar en la médula espinal y el sistema
nervioso periférico (Fumimura et al., 2007; Beach et al., 2010; Del Tredici et al., 2010).

La proteina a-syn forma varios tipos de agregados como estructuras pequefas de
tipo hilo delgado, depdsitos presinapticos muy finos y oligdmeros solubles compuestos
de varios mondmeros de a-syn. Algunos de estos oligdmeros de a-syn podrian ser toxicos
para las neuronas (Kovacs et al., 2012; Schulz-Schaeffer, 2010; Kalia et al., 2013). Las
incorporaciones de proteinas caracteristicas de la EA se pueden encontrar en los
cerebros de pacientes con Parkinson en proporciones comparables como en los cerebros
de pacientes con Alzheimer (Kalia and Lang, 2015). Esto se asocia con una mayor carga
de la patologia de Lewy que contribuye a la expresion clinica de la EP (Irwin et al., 2012;
Compta et al., 2011).

Las terapias disponibles para la EP solo tratan los sintomas de la enfermedad. La
estimulacion cerebral profunda es la terapia quirdrgica que se realiza con mayor
frecuencia. En ella se implanta quirdrgicamente un electrodo y se proporciona una
estimulacion eléctrica continua de alta frecuencia. Si es eficaz, la estimulacion cerebral
profunda puede ayudar a reducir el temblor, la rigidez y la bradicinesia, y también permite
disminuir las dosis de medicamentos. Esta terapia no implica la destrucciéon del tejido
cerebral, es reversible y puede ajustarse para la progresion de la enfermedad (Beitz,
2014).

Uno de los principales objetivos de la investigacion de la EP es el desarrollo de
medicamentos modificadores de la enfermedad que retardan o detienen el proceso
neurodegenerativo mientras que la depresion puede tratarse con antidepresivos (Kalia
and Lang, 2015).

Existen alternativas a la terapia farmacolégica y quirdrgica que ofrecen esperanza
y una opcion de tratamiento. Estas terapias estan basadas en células madre
(Loewenbrick and Storch, 2011), terapia génica (Berry and Foltynie, 2011) y terapia de
luz brillante para tratar los trastornos del suefio (Rutten et al., 2012).

La EP en si no causa la muerte, pero se asocia con un aumento de la morbilidad
y la mortalidad ya que afecta a 1-2 personas por 1000 de la poblacion. EI aumento del
conocimiento sobre las manifestaciones de la enfermedad, los tratamientos, el curso

progresivo a largo plazo y los factores de riesgo genéticos y ambientales probablemente
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aumentara la comprension de la causa de la enfermedad y sera esencial para una
atencion 6ptima y una mejor calidad de vida para las personas con EP (Beitz, 2014;
Tysnes and Storstein, 2017).

1.2. Compuestos fenolicos como inhibidores amiloides

Una estrategia terapéutica eficaz para la prevencién o tratamiento de las
enfermedades debidas a la acumulacién de agregados téxicos mal plegados es el uso de
inhibidores de la agregacion amiloide que puedan reducir la toxicidad de los agregados,
inducir la eliminacion de estas especies, recuperar su funcidn original o evitar la formacion
de nuevos agregados (Ladiwala et al., 2011; Estrada and Soto, 2006).

Los inhibidores de amiloide interactuan con agregados amiloidogénicos en
diferentes etapas, al inhibir, bloquear o deteriorar el autoensamblaje o la agregacion de
amiloide, o incluso eliminar los agregados ya formados (Soto, 2001; Estrada and Soto,
2006; Ladiwala et al., 2011) (Fig.2).

La conformacién nativa de una proteina esta en equilibrio con muchas otras
conformaciones posibles. Entre ellas, las formas parcialmente plegadas pueden conducir
a estructuras alternativas asociadas con los trastornos de plegamiento incorrecto de
proteinas. La formacidén de proteinas mal plegadas es un evento desfavorable y las
especies intermedias no son tan estables como las contrapartes plegadas nativas
(flechas naranjas de dos cabezas). Aunque las células tienen diferentes mecanismos
para deshacerse de los agregados mal plegados, cuando se generan las primeras
semillas, la cinética de la polimerizacion es mas rapida, generando pequefos oligdbmeros,
protofibras y fibras (flecha naranja). Los inhibidores del plegamiento y la agregacion de
amiloide pueden interactuar en diferentes etapas del proceso de polimerizacién para
bloquear la formacion de especies tdxicas (lineas verdes). Pueden actuar inhibiendo los
cambios conformacionales de la conformacion nativa a la plegada incorrectamente;
bloqueo o deterioro del autoensamblaje y produccion de especies oligoméricas;
inhibiendo la polimerizacion de pequefio-intermedio en especies mas grandes;
induciendo la formacion de agregados fuera de ruta; y desestabilizar, desmontar o

remodelar agregados ya formados. Ademas, algunos de ellos pueden desencadenar una
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polimerizacidn mas rapida de la conformacion mal plegada en fibrillas mas grandes,
evitando la formacién de conjuntos oligoméricos solubles mas toxicos (Dhouafli et al.,
2018).
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Fig.2: Etapas de interaccion de diferentes inhibidores de amiloide (Dhouafli et al.,
2018).
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Se ha puesto interés en sustancias naturales no toxicas provenientes de alimentos
o hierbas que sean capaces de reducir o inhibir la acumulacion de agregados mal
plegados y que tengan baja toxicidad y coste y reservas globales.

Sus mecanismos de accién son variables y, en algunos casos, parecen implicar
una interaccién directa con los agregados, pudiendo interferir en la agregacion amiloide
bloqueando la nucleacion primaria, inhibiendo la formacién de agregados fibrilares,
modificando la conformacion de las especies citotoxicas formadas en agregados no
toxicos o desmontando agregados preformados (Dhouafli et al., 2018).

Estas sustancias son los polifenoles o compuestos fendlicos. Los polifenoles son
moléculas bioldgicas ricas en grupos aromaticos cuya estructura puede ir desde acidos
fendlicos simples hasta estructuras muy polimerizadas.

Son metabolitos secundarios sintetizados por plantas, hongos y microorganismos
que se caracterizan por la presencia de uno o0 mas grupos hidroxilo en un anillo de
benceno. Se clasifican segun la estructura quimica en flavonoides y no flavonoides.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun difenilpirano (C6 -C3 -C6’), compuesto por dos anillos fenilo (A y B)

ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico (Quifiones et al., 2012) (Fig.3).

Fig.3: Estructura basica de los flavonoides (referencia propia).

Se clasifican como flavonas, flavonoles, isoflavonas, flavanonas, flavanoles y

antocianidinas con respecto al patron de hidroxilacion en el anillo C (Tabla 1).
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Tabla 1: Estructura de los polifenoles flavonoides (referencia propia).

Los no flavonoides comprenden alcoholes mono-fendlicos, acidos fendlicos

simples y estilbenos. En el caso de los acidos fendlicos simples, que constituyen la mayor

parte de los polifenoles no flavonoides, se encuentran los derivados del acido benzoico y

los del acido cinamico (Tabla 2).

Alcohol

mono-fendlico

HO

OH

Acido

benzoico

OH

14



I
Acido X oy Estilbeno X
cinamico O

Tabla 2: Estructura de los polifenoles no flavonoides (referencia propia).

Este trabajo se centra en las experiencias realizadas con cuatro de estos
compuestos: dos flavonoides, apigenina y quercetina, y dos no flavonoides, curcumina y

resveratrol.

1.2.1. Apigenina

La apigenina (4',5,7-trihidroxiflavona) (Fig.4), es una flavona natural no mutagénica
con baja toxicidad, que se encuentra en varios alimentos como el perejil, el apio, y las
cascaras de naranja y en hierbas medicinales como la Carduus crispus. Se ha utilizado
por sus efectos ansioliticos, sedantes y antidepresivos.

La apigenina tiene una gran variedad de efectos bioldgicos, incluyendo actividades
anticancerigenas, antiinflamatorias y de eliminacion de radicales libres. Se ha descubierto
que alivia los déficits de aprendizaje y de memoria, disminuiye el dano oxidativo, mejora
la transmision neuronal colinérgica y preserva la integridad de la barrera
hematoencefalica (Dhouafli et al., 2018; Zhao et al., 2011; Zhao et al., 2013).

OH O

HO O

OH
Fig.3: Estructura quimica de la Apigenina (referencia propia).
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1.2.2. Quercetina

La quercetina (3,5,7,30,40-pentahidroxiflavona) (Fig.5) es un flavonol natural que
se encuentra en alimentos comunes como las cebollas, las manzanas, las bayas, el té y
el vino tinto. Se ha utilizado como antioxidante debido a su alta actividad de eliminacion
de radicales de oxigeno, y para alergias, trastornos inflamatorios, enfermedades
cardiovasculares y canceres.

La quercetina ejerce numerosos efectos beneficiosos sobre la salud humana,
incluyendo antiinflamacién, antiisquemia y proteccion cardiovascular. También ejerce
efectos neuroprotectores contra la toxicidad inducida por el agente, aumenta la
resistencia de las neuronas al estrés oxidativo y la excitotoxicidad al modular los
mecanismos de la muerte celular (Zhu et al., 2013; Li et al., 2015; Sabogal-Guaqueta et
al., 2015).

OH
OH

HO @)

OH
OH O

Fig.5: Estructura quimica de la Quercetina (referencia propia).

1.2.3. Curcumina

La curcumina (1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona) (Fig.6)
es el principal pigmento amarillo extraido de la raiz de la planta Cdrcuma longa una planta
de la familia del jengibre. La curcuma se ha utilizado con fines medicinales durante anos,
ya que presentan una amplia gama de propiedades bioldgicas, incluyendo antioxidantes,

antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, antivirales, y antifungicas. La
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curcumina es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica y el hecho de que los humanos
consumen cantidades significativas de esta sin toxicidad aparente, hace que se muestre
prometedora para las enfermedades neurodegenerativas ya que alivia la muerte celular
y la pérdida neuronal en modelos celulares y animales de la EA y la EP.

Previene la agregacion amiloide ya que es capaz de eliminar las ROS que se sabe
que desempenfian un papel en el dafio cerebral. La curcumina previene la agregacion de
las proteinas AB y tau mediante la union directa para prevenir su ensamblaje en especies
neurotoxicas en el SNC. También inhibe la acumulacién de proteinas pridnicas
resistentes a la proteasa actuando como un rompedor de amiloide general (Ghosh et al.,
2015; Lin et al., 2013; Spinelli et al., 2015; Rao et al., 2015; Pandey et al., 2008).

5 O
0 0
HaC™ X = “CH;
HO OH

Fig.6: Estructura quimica de la Curcumina (referencia propia).

1.2.4. Resveratrol

El resveratrol (trans-3,4,5-trihidroxiestilbeno) (Fig.7) es un polifenol que se
encuentra principalmente en uvas y vino tinto y tiene diversas actividades bioldgicas y
farmacoldgicas beneficiosas que incluyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas, quimiopreventivas y cardioprotectoras, asi como efectos
neuroprotectores contra enfermedades neurodegenerativas.

Los primeros estudios demostraron que el consumo moderado de vino tinto que
contiene este polifenol podria mejorar la demencia clinica en pacientes con EA y atenuar
la neuropatologia amiloide y el deterioro cognitivo similar a EA en modelos animales.
Estudios recientes muestran que el resveratrol aumenta la longevidad y retrasa la
apariciéon del envejecimiento de una manera similar a la de la restriccion calorica.

Hasta la fecha, solo unos pocos informes han descrito sistematicamente los

efectos del resveratrol en la autoagregacion de AB, y queda por determinar si podria
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interactuar directamente con AB (Ge et al., 2012; He et al., 2017; Karuppagounder et al.,
2009; Marambaund et al., 2005; Wang et al., 2017).

OH

HO

HO
Fig.7: Estructura quimica del Resveratrol (referencia propia)

1.3. Técnicas experimentales

Las técnicas mas empleadas para la investigacién de los compuestos fendlicos

como inhibidores de agregacion amiloide fueron:

1.3.1. Dicroismo circular

El dicroismo circular (CD) es una técnica espectroscopica no destructiva que se
utiliza para obtener informacion estructural de baja resolucién sobre macromoléculas
bioldgicas, como proteinas o acidos nucleicos. Debido a su asimetria intrinseca, estas
moléculas muestran una absorcion diferente de la luz polarizada circularmente hacia la
izquierda y hacia la derecha en el UV cercano y lejano. En el rango UV lejano (190-250
nm), el enlace peptidico sirve como cromoforo y las mediciones en esta parte del espectro
proporcionan informacion sobre la estructura secundaria de la proteina (Yao et al., 2018).

El CD se ha convertido cada vez mas en una técnica estructural valiosa para
abordar la realizacion de estudios estructurales en las condiciones en que las proteinas
realmente operan (generalmente en solucion), asi como en otras condiciones y para
proporcionar medidas de las tasas de cambios estructurales de las proteinas, que son
esenciales para su funcion bioldgica.

Se puede considerar que la luz polarizada plana estda formada por dos

componentes polarizados circularmente de igual magnitud, uno que gira en sentido
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contrario a las agujas del reloj (zurdos, L) y otro que gira en el mismo sentido a las agujas
del reloj (diestros, R). EI CD se refiere a la absorcion diferencial de estos dos
componentes. Si los componentes L y R no se absorben o se absorben en las mismas
extensiones, la recombinacion de L y R regeneraria la radiacién polarizada en el plano
original. Sin embargo, si L y R se absorben en diferentes grados, se diria que la radiacién

resultante posee polarizacion eliptica (Fig.8) (Kelly et al., 2005).

Absorbance (A)

cD (e

Fig.8: Origen del efecto CD. (A) Las componentes polarizadas circularmente a la
izquierda (L) y derecha (R) de la radiacion polarizada plana: () las dos componentes
tienen la misma amplitud y cuando se combinan generan radiacion polarizada plana; (Il)
los componentes son de diferente magnitud y la resultante (linea discontinua) esta
polarizada elipticamente. (B) La relacion entre absorcion y espectros de CD. La banda 1
tiene un espectro de CD positivo con L mas absorbido que R; la banda 2 tiene un espectro
de CD negativo con R mas absorbido que L; La banda 3 se debe a un cromoforo aquiral
(Kelly et al., 2005).

Los instrumentos de CD (conocidos como espectropolarimetros) miden la

diferencia de absorbancia entre los componentes polarizados circularmente L y R (AA =
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AL - AR), pero generalmente informaran esto también en términos de la elipticidad (0) en
grados (Kelly et al., 2005). El espectro de CD se obtiene cuando el dicroismo se mide en
funcién de la longitud de onda.

Existen varios métodos mediante los cuales se puede medir el efecto CD en un
espectropolarimetro: (1) modulacion, en la cual la radiacion incidente se cambia
continuamente entre las componentes L y R, (2) sustraccidon directa, en la que las
absorbancias de las dos componentes se miden por separado y se restan entre si, y (3)
elipsométrico, en el que se mide la elipticidad de la radiacion transmitida (Kelly et al.,
2005). El método mas utilizado es el de modulacién. En él, la luz polarizada del plano se
divide en luces L y R al pasar a través de un modulador, sometidas a un campo eléctrico
alternativo. EI modulador generalmente se compone de un cristal de cuarzo piezoeléctrico
y una placa delgada de material isotrépico. EI campo eléctrico alterno induce cambios
estructurales en el cristal de cuarzo, lo que hace que la placa transmita luz polarizada
circularmente en los extremos del campo. A medida que la luz transmitida se cambia
entre las luces L y R, éstas son detectadas a su vez por el fotomultiplicador. Si una de
las luces es absorbida por la muestra en mayor medida que la otra, las luces resultantes
estarian polarizadas de forma eliptica, es decir, las resultantes trazarian una elipse como
se observa en la Fig.8 (Kessenbrock and Groth, 2017).

Los cambios estructurales en las proteinas causados por la unidon de ligandos son
una parte esencial del mecanismo de accién y la regulacién de la actividad biolégica. El
CD proporciona un medio experimental muy conveniente para detectar tales cambios que
pueden examinarse en diferentes regiones espectrales (Kelly et al., 2005).

CD se relaciona con la agregacion amiloide en este sentido, ya que es capaz de
detectar los cambios que se producen en las estructuras secundarias y terciarias de las
proteinas. Por ejemplo, para la proteina a-syn se detecta un cambio en los espectros de
CD lo que se relaciona con un cambio conformacional pasando de una estructura de
bobina aleatoria a una estructura tipica de lamina B, lo cual es caracteristico de la
capacidad de agregacion de las proteinas mal plegadas o amorfas (Fig.9) (Hu et al., 2001;
Lin et al., 2006).
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Fig.9: Espectro de CD de la proteina a-syn. La linea punteada (---) representa el espectro
caracteristico de una estructura de bobina aleatoria. La linea continua (—) representa el
espectro de una estructura de lamina 8 (Hu et al., 2001).

1.3.2. Microscopia electrénica

En los ultimos 40 afos, la microscopia electronica (ME) se ha convertido en una
técnica valiosa para determinar la forma y tamafo de proteinas individuales. Se pueden
usar dos técnicas disponibles en la mayoria de los laboratorios de ME para obtener
imagenes de moléculas individuales, el sombreado giratorio y la tincion negativa
(Erickson, 2009). Estas proporcionan la informacién estructural esencial.

Para el sombreado giratorio, se pulveriza una solucion diluida de proteina con
glicerol sobre la mica, el liquido se evapora en alto vacio y el platino metalico se evapora
sobre la mica en un angulo poco profundo. La mica se gira durante este proceso, por lo
que el platino se acumula en todos los lados de la proteina. El glicerol ayuda a la difusiéon

de la proteina como moléculas individuales (Fig.10) (Erickson, 2009).
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Fig.10: Sombreado giratorio de la proteina Hexabrachion (Erickson, 2009).

La tincidn negativa es otra técnica de ME que puede generar imagenes de
proteinas individuales. Es muy eficaz para obtener imagenes de proteinas mas grandes
con una estructura interna compleja, que aparecen como una gran mancha en el
sombreado giratorio. Los enlaces proteina-proteina no covalentes a veces se interrumpen
en la técnica de sombreado giratorio, pero el acetato de uranilo, ademas de proporcionar
un contraste de alta resolucion, fija las estructuras proteicas oligoméricas en unos pocos
milisegundos (Fig.11) (Erickson, 2009).

J .S 2 = WL

Fig.11: Micrografia electronica de fibrilla amiloide (tinciéon negativa) (Cho et al., 2016).

Mediante la ME se pueden detectar particulas esféricas que aparecen en tiempos
tempranos de incubacion del péptido A y que desaparecen cuando se forman las fibrillas

maduras. Estos oligdbmeros esféricos solubles representan los intermediarios pre-
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fibrilares del proceso de agregacion amiloide y son las principales especies toxicas en las
enfermedades neurodegenerativas amiloides. Por tanto, se puede observar la cantidad

de agregados que se van a producir (Estrada and Zomosa, 2017).

1.3.3. Ensayos con Tioflavina T

La deteccion de las fibrillas amiloides se ve facilitada por varios colorantes con
propiedades tintéricas especificas de amiloide que surgen cuando los colorantes
interactuan con el nucleo de fibrilla 3. La tioflavina T (ThT) (Fig.12), es un colorante de
benzotiazol obtenido por la metilacion de la deshidrotiotoluidina con metanol en presencia
de acido clorhidrico o acido sulfurico a 160~170 °C bajo presion. Primero se determind
espectrofotométricamente la existencia de una relacion lineal entre la concentracion de
fibrillas amiloides y la intensidad de emisién de fluorescencia de ThT. Desde entonces se
ha convertido en el ejemplo mas comunmente usado para analizar e identificar la
formacion de fibrillas de amiloide en ensayos in vitro e in vivo. Esta técnica se usa
combinada con la de CD y ME (Lindberg et al., 2017; Malmos et al., 2017).

H3C S CH,
o
2 \
N\ CH,4
CH,4

Fig.12: Estructura quimica de la Tioflavina T (Lindberg et al., 2017).

Cuando se une a estructuras ricas en hojas B, como las fibrillas de amiloide, ThT
muestra una fluorescencia mejorada y un desplazamiento azul caracteristico en el
espectro de emision desde aproximadamente 510 nm en estado libre a 480 nm cuando
se une a fibrillas de amiloide (Malmos et al., 2017). La interaccion de ThT con las fibrillas
amiloides es muy especifica si se tratan de soluciones que solo contienen la proteina que

interesa. Sin embargo, ThT también interactia con otras moléculas bioldgicas
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provocando una reduccion en su utilidad para identificar los depdsitos de amiloide por lo
que se ha impulsado el desarrollo de derivados de ThT.

Las fibrillas de amiloide maduras muestran una morfologia altamente homogénea
y, @a menudo, se retuercen con periodicidad regular (Fig.13). En general, el nivel de punto
final de la intensidad de la fluorescencia ThT informa sobre fibrillas maduras. El numero
creciente de modelos estructurales para fibrillas de amiloide sugiere que ThT se une al
alinearse en paralelo al eje largo de la fibra, intercalando las interacciones de cadena
lateral que se repiten en las cadenas (3 dentro de una capa de lamina (3. Por lo tanto, el
gran tamano y la rigidez de las fibrillas permiten la unién de una gran cantidad de ThT, al
tiempo que proporcionan un entorno con movilidad restringida, lo que aumenta la emision

de fluorescencia de ThT (Malmos et al., 2017).

Fig.13: Fibrillas de amiloide maduras unidas a ThT observadas por microscopia

electronica de transmision (Malmos et al., 2017).

1.3.4. Microscopia de fuerza atébmica

La microscopia de fuerza atomica (AFM) es una herramienta de caracterizacion
que mide la formacion, la topografia, la estructura, la dinamica y la accion molecular de
los materiales biolégicos de las superficies al registrar la desviacion de una sonda
metalica (o "punta") cuando se mueve sobre la superficie del objetivo (Ozkan et al., 2016).

Puede operar de tres modos: (1) en el modo de contacto, la punta se arrastra

directamente sobre la superficie y se desvia debido a una interaccion coulombica
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repulsiva; (2) en el modo sin contacto, la punta se mantiene a una distancia corta
(generalmente <100 nm) sobre la muestra y oscila a una frecuencia que depende de las
fuerzas de van der Waals atractivas que actuan sobre ella; (3) en el modo de toque o de
contacto intermitente, la punta se mantiene oscilando por encima de la muestra, y la
frecuencia de oscilacidon cambia a medida que la punta se aproxima a la superficie a
intervalos regulares (Ozkan et al., 2016).

La principal ventaja de esta técnica es su capacidad para determinar estas
propiedades en un entorno liquido, sin fijacidén, a una resolucion lateral y vertical sub-
nanométrica. Esto permite la obtencién de imagenes celulares en un entorno nativo (o
seudo nativo) y la investigacion directa de cambios mecanicos en la superficie de una
célula viva en respuesta a un estimulo introducido. Ademas, es posible utilizar la punta
de AFM como un estimulo para provocar una respuesta de la célula diana, y la propia
sonda puede funcionalizarse con moléculas de ligando para determinar la afinidad de la
membrana celular a un resto biolégico particular (Fig.13) (Ozkan et al., 2016; Danino,
2008).

Fig.13: Imagen de AFM de fibrillas de insulina depositadas en mica (Lindberg et al., 2017).

Se aplica un desplazamiento calibrado a la base de la sonda o a la muestra, y este
movimiento se transduce en fuerza mediante una flexién del haz en voladizo que sostiene
la punta de la sonda. El grado de flexion se mide, generalmente por medios 6pticos, y la
fuerza se obtiene con el conocimiento de la rigidez del voladizo y del grado de flexion

medido. El movimiento de muestra-punta es accionado por elementos piezoeléctricos,
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que pueden ser linealizados por control de bucle cerrado. El haz en voladizo
generalmente esta orientado en angulo con respecto a la superficie, lo que resulta en que
se aplique alguna fuerza tangencial ademas de la fuerza normal (Fig.14) (Cohen and
Kalfon-Cohen, 2013).

7

l
Y

Fig.14: Esquema de microscopio de AFM que muestra Pz-transductor de movimiento
piezoeléctrico; S-muestra; C-voladizo y punta integrados; D-detector de movimiento en
voladizo; F-retroalimentacion; M-monitor para la visualizacion (Cohen and Kalfon-Cohen,
2013).

Mediante esta técnica es posible obtener informacion sobre la estructura de los
agregados de AB1-42 y la disposicion de estos agregados que conduce a conformaciones
que se modifican segun la superficie en la que se estudian, siendo estas conformaciones
compatibles con el modelo de conformacion de monémeros antiparalelo, que se postula
para explicar el proceso de agregacion. La AFM se considera como una técnica adecuada
para estudiar la interaccion de cualquier inhibidor con agregados de AB1-42, ya que esta
técnica permite recrear una interfase superficie-liquido, similar a la que ocurre en tejido

de cerebro de pacientes que padecen la EA (Morales, 2008).
1.3.5. Western Blot
El Western blot es una de las técnicas de laboratorio mas comunes y eficaces para

la deteccion inmunolégica de proteinas. La técnica combina la separacion de proteinas

por electroforesis (SDS-PAGE) y la capacidad que tienen las inmunoglobulinas
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(anticuerpos) de reconocer y unirse especificamente a una determinada proteina
(Laemmli, 1970).

La separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida se basa en
el tamafio, su posterior transferencia e inmovilizacion a un soporte de membrana. Esta
técnica se usa para identificar cualitativamente una proteina especifica de una muestra
biolégica compleja y proporcionar informacion sobre su peso molecular (Hnasko and
Hnasko, 2015).

La muestra de proteina soluble se diluye con un concentrado de tampon de carga
de muestra que contiene un colorante indicador, el detergente anidnico desnaturalizante
dodecil sulfato de sodio (SDS) y glicerol. La muestra de carga se puede desnaturalizar
calentando durante 5 a 10 minutos entre 70 y 100 °C. Este proceso despliega las
proteinas que causan la pérdida de estructuras conformacionales secundarias y las rodea
con moléculas de SDS que imparten una carga negativa para que todas las proteinas
migren hacia el polo positivo durante la electroforesis. Las muestras de proteinas
preparadas se cargan en los pocillos del gel, se aplica la corriente y las proteinas migran
através del gel y estan separados por carga (que es proporcional al tamafio). Un estandar
de proteina compuesto por un conjunto de proteinas de pesos moleculares conocidos se
incluye en un pozo/carril. Se prefieren estandares de proteinas de color, ya que se
separan visualmente en el gel durante la electroforesis y proporcionan una medida de la
distancia recorrida, el grado de separacién y una métrica visual de la eficacia de la

transferencia de proteinas a la membrana (Fig.15) (Hnasko and Hnasko, 2015).
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Fig.15: Configuracion de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). (a) Se extrae
cuidadosamente el peine de la parte superior del gel prefabricado. (b) Se monta el tanque
para crear un depdsito ajustado superior e inferior, se sujeta y se llenan los depdsitos con
el tampoén de funcionamiento. (c) Se cargan las muestras que contengan colorante
indicador en los pozos. (d) Se pone la tapa, se enciende la fuente de alimentacién y se
controla el progreso mediante la visualizacion del tinte indicador (Hnasko and Hnasko,
2015).

Las proteinas separadas son transferidas e inmovilizadas a una lamina de
nitrocelulosa que contiene en su superficie, tras la transferencia, las proteinas con la
misma distribucion que ocupaban en el gel (Hnasko and Hnasko, 2015; Laemmli, 1970).

La deteccion inmunolégica de la proteina objeto de analisis se lleva a cabo en
varias etapas. La membrana se incuba en una solucién que contiene un anticuerpo que
se sabe que se une a la proteina que se desea detectar en la muestra objeto de analisis.
Después de la incubacion, el anticuerpo no unido se lava, dejando solo el anticuerpo
unido a la proteina objetivo en la membrana. Posteriormente, se sumerge la membrana
en otra disolucion con un segundo anticuerpo que se unira especificamente al anticuerpo

anteriormente empleado. El segundo anticuerpo lleva unido una enzima que va a
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contribuir en la deteccion de la proteina de interés. Los anticuerpos forman un complejo
proteina-anticuerpo-anticuerpo-HRP que puede detectarse con quimioluminiscencia. Por
tanto, se va a colorear el sitio de la membrana donde se encuentra la enzima, que es
donde se encuentran fijados los anticuerpos y donde se encuentra fijada la proteina de
interés. Un dispositivo de imagenes revela la presencia del complejo proteina-anticuerpo
en forma de una "banda" en un peso molecular particular. Las bandas en la membrana
se comparan con los marcadores de peso molecular para determinar si la proteina de
interés esta presente en la muestra (Kim, 2017; Laemmli, 1970).

Los agregados de AR se disocian facilmente en mondmeros y oligdmeros
pequefios (dimeros y trimeros) en presencia de tampones que contienen SDS. Por tanto,
mediante esta técnica se analizan las diferencias entre las bandas de mondmeros unidos
al anticuerpo especifico que indican cambios en los niveles de proteina de los agregados
precipitados de AB y se correlaciona con la cantidad de agregados de AB. Esto permite
una evaluacion semicuantitativa de los agregados del péptido amiloide (Upadhaya et al.,
2014).

2. MATERIALES Y METODOS

Para obtener la informacion sobre los distintos aspectos de los que trata el trabajo
se han empleado las bases de datos PubMed y Google Scholar que han permitido el
acceso a los distintos articulos y libros cientificos empleados.

Los filtros de busqueda que se han utilizado para limitar los documentos han sido
mediante palabras clave como “Phenolic compounds as amyloid inhibitors”,
“‘Neurodegenerative diseases” o “flavonoids and non-flavonoids” ademas de otros
téminos. También se ha usado como criterio de seleccion el tiempo ya que se han
seleccionado documentos que no sobrepasen veinte afios de antigiedad (desde 2000
hasta 2019) a excepcién del estudio de la técnica de Western Blot de Laemmli de 1970.

Todas las referencias bibliograficas de articulos y libros cientificos empleados
vienen incluidas en el apartado de Bibliografia.

Se ha empleado el programa ChemSketch para dibujar los diferentes compuestos

sobre los que se habla en este trabajo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han realizado numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, sobre las
capacidades de los polifenoles descritos anteriormente para reducir los sintomas

asociados a las proteinas que causan la EAy la EP.

3.1. Apigenina

Los experimentos realizados con la apigenina han demostrado que es capaz de
inhibir varias proteinas mal plegadas amiloidogénicas del sistema nervioso central (A,
a-syn) al extender el tiempo de demora del proceso de fibrilacién y reducir la cantidad de
estructuras fibrilares producidas, es decir, la carga de placa. Esta funcion se ha atribuido
principalmente a su capacidad para estabilizar estructuras desplegadas a través de
interacciones hidrofobas y enlaces de hidrogeno y se ha podido determinar mediante
ensayos de microscopia electronica, donde se ha podido observar que la apigenina
estabiliza una conformacion intermedia de ABs2 ayudando a la formacién de oligébmeros
de esta isoforma pero hace imposible el proceso de formacion de fibrillas. Sin embargo,
parece que no es capaz de desestabilizar o lo hace muy débilmente las fibrillas de
amiloide preformadas ni inhibir el proceso de oligomerizacion una vez que ha comenzado
(Necula et al., 2007;.Dhouafli et al., 2018; Zhao et al., 2011; Zhao et al., 2013).

3.2. Quercetina

Para la quercetina, los estudios realizados informan que debido a su capacidad
para penetrar la barrera hematoencefalica retrasa la progresion de las enfermedades
degenerativas. Ademas, se demostrd que la quercetina reduce la maduracion de la APP
en células del neuroblastoma SH-SY5Y humanas reduciendo los niveles de AB. Los
ensayos con quercetina han demostrado reducir las tauopatias pues producen una
disminucion significativa de los NFT en ratones transgénicos. Inhibe la formacién de

fibrillas de a-syn, esto pudo ser demostrado mediante AFM ya que se observo la
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formacién de estructuras fibrilares en ausencia de quercetina pero al incubarse con ella
se apreciaron oligobmeros globulares que aunque se asociaban entre si no formaban
fibrillas. Desagrega las fibrillas preformadas al inhibir la etapa de crecimiento de las
fibrillas y actua de neuroprotector al mitigar el aumento de los niveles de ROS que
pueden acelerar el progreso de la EA y EP (Zhu et al., 2013; Li et al., 2015; Sabogal-
Guaqueta et al., 2015).

A pesar de que la apigenina y la quercetina son unos candidatos prometedores,
no se tiene conocimiento de la existencia de ningun ensayo clinico con humanos con

estos polifenoles en los trastornos de plegamiento incorrecto de proteinas.

3.3. Curcumina

Los experimentos con curcumina han demostrado que ésta puede revertir la
neurodegeneracion al bloquear la disfuncién mitocondrial y la apoptosis consiguiendo
reducir la carga de placa de AB, promueve la salud mitocondrial y reduce el estrés
oxidativo. Puede ser beneficiosa en EP y demencia con cuerpos de Lewy (DCL) al
modular directamente la agregacion de la proteina a-syn, proteger contra la muerte
celular inducida por a-syn mediante la inhibicién de la toxicidad mitocondrial. Ademas, se
une directamente a la proteina a-syn, y puede inhibir y revertir la formacién de especies
de agregados de a-syn toxicas. También podria desagregar formas oligoméricas vy
fibrilares de orden superior de la proteina, que se cree que son las especies toxicas. Esto
se comprob6 mediante un ensayo de Western blot donde se observé que la curcumina
era capaz de aumentar la solubilidad de los monémeros y disminuir la agregacion de la
proteina a-syn. Debido a que la curcumina puede desagregar agregados de a-syn
preformados, esto sugiere que podria usarse terapéuticamente, de manera preventiva,
para detener o revertir el proceso de la enfermedad después de que ya haya causado
sintomas clinicos (Ghosh et al., 2015; Lin et al., 2013; Spinelli et al., 2015; Rao et al.,
2015; Pandey et al., 2008).
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3.4. Resveratrol

Los experimentos in vivo e in vitro han demostrado que el resveratrol ejerce sus
efectos neuroprotectores sobre los marcadores patologicos de la EA a través de varios
mecanismos, como la promocién de la eliminacion de péptidos AR anormales y la escision
anti-amiloidogénica de la APP, asi como reduciendo el estrés oxidativo. El resveratrol
actua promoviendo la degradacion intracelular de AR por un mecanismo que implica al
proteasoma. Se ha probado que es capaz de inhibir la agregacion de AB ya que convierte
los oligbmeros toxicos en productos que no se pueden agregar (es decir, en agregados
fuera de ruta) que han podido ser determinados mediante CD ya que en los espectros de
la proteina amiloide con resveratrol se observaron los picos caracteristicos de una
estructura de bobina aleatoria que daban lugar a oligdmeros que no se asociaban entre
si para formar fibrillas (Ladiwala et al., 2010; Feng et al., 2009; Ge et al., 2012; He et al.,
2017; Karuppagounder et al., 2009; Marambaund et al., 2005; Wang et al., 2017).

Estos polifenoles si han podido ser probados en ensayos clinicos con humanos,
ademas de en ensayos in vitro e in vivo, y han proporcionado resultados prometedores
en pacientes con EA y EP aunque en algunas ocasiones no se han mostrado los
resultados esperados debido a que tienen una biodisponibilidad deficiente para

desempenfar su accion.
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Compuesto | Objetivo amiloide Mecanismo de accién Efectividad terapéutica
o Prevencion de cambios
Apigenina AB, a-syn ) Reduce la carga de AB en ratones
conformacionales
Prevencion de cambios )
_ _ Reduce los NFT y los niveles de AB en
Quercetina AB, tau, a-syn conformacionales.
o o . ratones
Inhibicion de la fibrilogénesis
Prevencion de cambios Reduce la carga de placa en ratones con
conformacionales EA
Curcumina AB, a-syn Inhibicion de la fibrilogénesis Reducciones de p-a-syn en ratones EP
Desagregacion de agregados Variedad de resultados en ensayos clinicos
preformados. para EA
Formacién de agregados fuera de
ruta Reduce la carga de AB en ratones
Resveratrol AR Inhibicion de la fibrilogénesis Mejora el deterioro de la memoria en

Desagregacion de agregados

preformados

pacientes con MCI

Tabla 3: Tabla resumen de los mecanismos de accion de compuestos fendlicos y los efectos que ejercen

(Dhouafli et al.,2018).
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4. CONCLUSION

En conclusién, los polifenoles han demostrado tener numerosos efectos
beneficiosos en las enfermedades neurodegenerativas en estudios in vitro e in vivo
mediante la inhibicidon de la agregacion de proteinas amiloides. Sin embargo, aun no se
han podido probar estos efectos en ensayos con humanos. Una posible linea de
investigacion futura seria el desarrollo de farmacos a base de estos compuestos
naturales y de sus derivados o posibles combinaciones que puedan ayudar a reducir los
sintomas de estas enfermedades.

Ademas, deberian de estudiarse los posibles efectos adversos y el riesgo que

puedan tener los polifenoles para los seres humanos.
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