 ANTIOXIDANTES NATURALES Y SALUD |

ESTRES OXIDATIVO Y NEURODEGENERACION.
ALZHEIMER




Todos somos conscientes de que...

CEREBRO: MOTOR NUESTRO CUERPO

Exterior

3 ORGANOS DE LOS SENTIDOS

; Informacion Interior
2 - cuerpo
Medula Espinal v -

Mervios ""ﬁ.éf_-'l'_ -Cerebro \
craneales ) Informacién
PP A L Médula

raquideos __¢ ' espinal ' CEREBRO
7 SR
flls - Procesamiento de informacion

Memoria

‘ Respuesta

TODAS LAS FUNCIONES
del cuerpo humano



También somos conscientes de que
pasan cosas, pero... ¢,porquée? ...

/’// :Qué provoca la atrofia cerebral y la pérdida de _“>
comunicacion entre neuronas? -

¥ -Dafio ADN

ESTRES OXIDATIVO -Dafio Proteinas
-Dafio Lipidos

Radicales libres

\ A p

MUERTE NEURONAL PERDIDA DE COMUNICACION NEURONAL

NS



Y.... ¢tenemos alguna forma de evitar

esta desagradable situacion?

MECANISMOS DE DEFENSA EN EL CEREBRO

MUERTE NEURONAL — [NEUROGENESIS

PERDIDA DE SINAPSIS — PLASTICIDAD NEURONAL

ESTRES OXIDATIVO » ANTIOXIDANTES



Por tanto, nuestros habitos y actuaciones
deberian dirigirse a.....

Conservar NEUROGENESIS IPLASTICIDAD NEURONAL

\ ‘ ESTRES OXIDATIVO
o

DIETA SALUDABLE EJERCICIO REGULAR

ACTIVIDADES QUE REQUIEREN APRENDIZAJE

EVITAR HABITOS POCO SALUDABLES

Pero...¢y Sl N0 Somos capaces o
no podemos conseguirlo?



NOs encontramos ante un proceso

fisioldgico de pérdida de la funcion

cognitiva , neurodegeneracion y
demencias .




Evolucion 1990-2020



Figura 1: Casos de Alzhaeimer an funcion de la edad
(Espafna, Afo 1 ﬂ-ﬂﬂﬂ_}. Miles de personas
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¢, Cual es el futuro?

Informe realizado por la Universidad John Hopkins (Balt imore,
USA) en 2007 (Prof. Ron Brookmeyer).

En el afio 2006 sufrian esta patologia mas de 26 mill ones de
personas (estudio anterior: ano 1990, 14 millones; pre  vision
afno 2020, 30 millones).

En el afio 2050, 1 de cada 85 personas padecera la enf ermedad,
alcanzando una poblacion de 106 millones de personas . La
mayor incidencia se daria en Asia, donde se generan el 48% de
los casos mundiales.

Si, de acuerdo a los conocimientos actuales y enin  vestigacion,
se tomasen medidas para retrasar el inicio de la enfe  rmedad,
podrian reducirse en 12 millones las personas afectada s. Si
adicionalmente, se lograse actuar sobre la progresion de la
enfermedad, el nimero tedrico de afectados se reduciria en
unos 10 millones mas de personas.



Cerebro de una persona saludable

Lébulo Lébulo

frontal

Reduccion vol
cerebral

Hendiduras y surcos
Mas notorios

Sintomas que podrian anunciar la enfermedad:
sPérdidas coyunturales de memoria
*Problemas con el habla

*Desorientacion en tiempo y lugar
sIncapacidad de juzgar situaciones cotidianas
Dificultad para realizar tareas mentales
*Colocacién de objetos en lugares equivocados
sCambios repentinos de humor

CLARIN




CAMBIOS EN ESTRUCTURA: Atrofia Cerebral

Grado 1 (control, envejecimiento normal)
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Cerebro adulto
joven




Principales causas del
Alzheimer

1. Factores fisiologicos
neurodegenerativos.

2. Factores relacionados con
patolog ias especificas.

3. Factores ambientales y
metab olicos diversos.

4. Factores geneéticos (originales y/o
mutados).



Factores fisioldgicos, metabdlicos,
patologicos y ambientales

e Escasa actividad cerebral.
e Escasa actividad fisica.

 Dietas inadecuadas (distribucion lipidica) que
generan elevados niveles de ox-LDL.

» Hiperglucemia (dicotomia insulina-glucocorticoides).
 Elevados niveles de homocisteina.
 Hipertension arterial.

 Accidentes cerebro-vasculares (isquemias y
traumatismos).

e Contaminacion ambiente
— Metales neurotoxicos (Al, Zn,Pb...
— Pesticidas y otras quimio-agresiones
— Agentes infecciosos (sepsis-inflamacion)




.Y que efectos provocan a medio y largo

plazo estos factores de generacion?

» Degeneracion de las “neuronas colinérgicas”
(bloqueo de la transmision neuronal)

 Formacion de “placas” de proteina  B-amiloide.

 Formacion de “ovillos” neurofibrilares de proteinas
tau.

Aspectos caracteristicos del alzheimer

Conozcamos algo del
sistema nervioso
para entender como
pueden afectar a su
funcionamiento estos
procesos

RS 4
o AT R ]
C T
ke % i D
i Placas seniles
Degradacién neuronas 3
Colinérgicas
My
<
2\

Déficit cognitivo




Mdclea
Cuerpo celular

Dendritas

Estructura
basica

i Modulo de Ranwier
de una neurona

SISTEMA NERVIOSO

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ‘/\‘ SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO

/

NEURONAS SENSITIVAS
(aferentes)

Madula de
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. 4
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neurormuscul ar Astn

Waina de midina

Meurolerma

MNeurona motora
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MEDULA
ESPINAL
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NEURONAS MOTORAS
(eferentes)

NEURONAS SENSITIVAS

'/ (aferentes)

#——» NERVIOS RAQUIDEOS

s
\ NEURONAS MOTORAS

(eferentes)

Organizacion celular:

*Neuronas (10% del total de células; 102 neuronas)

«Células gliales (90% del total):

funciones de sostenimiento, proteccion,...

*Macroglia (10-20 micras)
*Astrocitos
*Oligodendrocitos
«Células de Schwann

*Microglia (2-3 micras)
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Mikrotubuli

Degradacion de la actividad cerebral

Neurona degradada

NORMAL ALZHEIMER }

4 | DEcERERARE 0 4
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Placa amiloide tenida con
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hematoxilina



Proteina amiloide (APP)

B/y secretasas

“Ovillos” neurofibrilares
(proteinas “tau” de larga vida media)
(albumina)

PLACAS: depdsitos fibrilares
de péptido amiloide A B

R

Fallo en los mecanismos
de transporte del péptido
hacia el exterior del CNS

Acumulacion generalizada de péptidos (PLACAS)

y de proteinas (OVILLOS)




A Estructura del APP
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¢que hacemos?: dianas terapéuticas y
potenciales tratamientos en investigacion y
desarrollo

Tratamientos relacionados con
los receptores de acetilcolina

Compuestos
neuroprotectores

Tratamientos dirigidos
al control de la acumulacion de
proteina Beta-Amiloide

Tratamientos dirigidos

al control de la acumulacion de
Ovillos neurofibrilares
de proteinas Tau

Tratamientos hormonales

Estrategias antioxidantes

y antiinflamatorias




Tratamientos colinérgicos

e Estimulacion de la produccion de
acetilcolina (ACh).

 Inhibicion de la AChE (esterasa).

* Agonismo del sistema colinérgico
muscarinico en las neuronas cerebrales
postsinapticas.

» Actuacion sobre los receptores
nicotinicos.

e |Inhibidores de la butirilcolinesterasa.



Estrategias neuroprotectoras

e Antagonistas del NMDA.

 Moduladores de los receptores del AMPA.

e Compuestos neurotoficos.

e Actuacion sobre receptores glutamatérgicos
 |Inhibidores de la fosfodiesterasa PDES.
 Inhibidores de la Calpaina.

 Compuestos antiapoptoticos. Inhibicion del p53.
« Activadores de |la telomerasa.

e Activacion de bcl-2

* Inhibidores de las caspasas.



Tratamientos dirigidos a la regulacion de la
acumulacion de proteina Beta-Amiloide

Antiamiloidogenos.
Inhibidores de la gamma-secretasa.
Anticuerpos monoclonales.

nhibidores de
nhibidores de
nhibidores de

Disolucidén de d
nhibicidn de la

a agregacion de la proteina.
a neurotoxicidad de la proteina.
a entrada de calcio.

epodsitos de la proteina.
transformacion de esferones.

Agentes quelantes.



Tratamientos dirigidos a la regulacion de la
acumulacion de ovillos neurofibrilares de proteina tau

* AUn no se ha determinado con precision la
relacion entre las placas de proteina Beta-

amiloide y los ovillos neurofibrilares de
proteina tau.

e Se esta investigando el potencial de los
Inhibidores de la fosforilacion de la
guinasa de la proteinatau 1 (TPK 1).



Tratamientos hormonales

« Cada vez son mas los datos que indican gue los
estrogenos pueden tener efectos cognitivos
beneficiosos en mujeres postmenopausicas con
enfermedad de Alzheimer.

« También se ha demostrado gue los estréogenos
estimulan el crecimiento neuronal.

 Regulan la sintesis de la apolipoproteina E y el
metabolismo de la proteina precursora del beta-
amiloide.



Otros tratamientos

 Inhibidores de la produccion de productos de
glicosilacion avanzada (AGES).

* Inductores de la secrecion de ApoE.

* Antagonistas de la galagina.

e Sinucleina-alfa como diana terapéutica.

e Tratamientos genéticos.

« Otros potenciadores de la funcion cognitiva.
* Plantas medicinales.






oxidacion e inflamacion
en la neurodegeneracion

e Relacion estrés oxidativo- enfermedades neurodegenerativas.

 Elevada tasa de metabolismo cerebral (oxigeno ---- esp  ecies
radicales).

* Vulnerabilidad neuronal: (elevada tasa metabdlica y escas ez de
antioxidantes endogenos).

e Estrés oxidativo mediador clave en la neurotoxicidad de | a
proteina Beta-amiloide: incremento peroxidacion de los lip idos
de la membrana neuronal.

 En cerebros con Alzheimer se producen un gran numero de
factores neuro-inflamatorios como son: inmunoproteinas y
citoguinas generadas por neuronas, astrocitos y microglia.



Los dos factores EREETeEERAe)|[0)
clave
en el estudio del
Alzheimer, el
estrés oxidativo
y la inflamacion
consiguiente,

Déficit cognitivo



Ademas de la acumulacion generalizada de péptidos a  miloides (PLACAS)
y de proteinas tau (OVILLOS), sucede algo trascenden tal.....

proteina

proteina

proteina

A 4

A 4

————

lisina

arginina

‘ Bases de Schiff

oxidacion

dias

Compuestos de Amadori

Semanas, meses,....




y a su resistencia a la accion de proteasas.

H H

Los productos de glicosilacion avanzada (AGES), estan p
las placas de proteina Beta-amiloide y contribuyen a su i

resentes en
nsolubilidad
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Activacion de los factores de transcripcion inflama

toria




Activacion NADPH oxidasa

‘ Cascada de estrés oxidativo

TRX (tioredoxin)

Generacion de anion superoxido

@ Activacion del factor NF-kB



Activacion del factor NF-kB

Induccion de la expresion de citoquinas

Y otros elementos pro-inflamatorios

e|nterleukinas:
elLla, IL1B,IL6,IL8,IL 12

“TNF- a
p *MCSF-1
.Cf'IrCUIOt | VCAM-1
*INOS

*Activacion de macrofagos, neutrofilos...
*Activacion de microglia, neuronas, astrocitos..

iijiincremento masivo del estrés oxidativo!!!

O,-, OH-, ROO-, ONOO-....



La necesaria combinacion entre AGEs y proteina A
para “desencadenar” la agresion “pro-inflamatoria”

de la microglia activada

Presencia de AGEs y proteina 8
en placas neuriticas:

AGEs (verde) y A3 (rojo) se
colocalizan en las placas
neuriticas (células reactivas de
glia en amarillo). Placas
conteniendo  Unicamente A8
(rojo), no muestran en su
cercania la presencia de célul
activas de microglia.

Esto indicaria que solo Ila
combinacion de AGEs y /A
resultaria relevante en la
generacion de procesop
inflamatorios en la patologia del
Alzheimer.

JJ
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Actuales estrategias y tratamientos
antiinflamatorios y antioxidantes

 Principales estrategias antiinflamatorias:

— Atenuacion de los efectos destructivos de las célul as de microglia activadas.
— Reduccion de la concentracion de proteina beta-amil  oide (mecanismos aun no
definidos).

— Inhibicién de las COX (sobre todo COX-2), durante | as etapas mas tempranas
de la progresion clinica de la enfermedad).

— Busqueda de agonistas de las PPAR- vy (receptor y activado por el proliferador
de peroxisoma) que bloqueen la secrecion de agentes proinflamatorios.

 Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos Al NEs, que incluyen
aspirina, ibuprofeno e indometacina, estan bajo inv  estigacion. Los
corticosteroides son los medicamentos antiinflamato ros con mayor
frecuencia prescritos, pero el uso a largo plazo no es recomendable.
Existen, opiniones contradictorias sobre el uso de estos AINEs.

« Se estdn realizando diversos estudios empleando
diversas sustancias de origen natural PRESENTES EN
LA DIETA: vitaminas, dietas enriquecidas en
polifenoles, etc..



Compuestos bioactivos: vitaminas, polifenoles,...

v

Actividad antioxidante-antiinflamatoria

Reduccion del nivel de oxidacion en plasma

.PERO,....?




.... ¢,hay evidencias
epidemioldgicas significativas?

_antioxidantes / antiinﬂ@
demencia

v

Alzheimer

Descenso de la
capacidad cognitiva

(RIA)



¢ hay evidencias

epidemioldgicas significativas?

« Kalmijn et al., 1997:
Vitaminas C y E . DCC | NO
Flavonoides . DCC | S
(estadisticamente no significativo)

e Morris et al., 2002:
Vitamina E - DCC | S




¢ hay evidencias
epidemioldgicas significativas?

« Commeges et al., 2000:
Flavonoides - RIA | S
(estadisticamente no significativo)

 Engelhart et al., 2002:
Vitaminas Ey C »  RIA | Sl
Otros suplementos antioxidantes ~—%— RIA | NO

(carotenoides)

 Washington Heights-Inwood Columbia Aging Protect 200 3.
. RIA NO

Suplementos antioxidantes Y.
(vitaminas) /\




¢ hay evidencias

epidemioldgicas significativas?

Estudio PAQUID: envejecimiento fisioldgico y funcional
Poblacion > 65 anos (> 5.000 individuos)
Tiempo del proyecto: 1990-2003 (controles cada 2 afos)
Capacidad cognitiva: MMSE, BVRT, IST...

Ingesta controlada de antioxidantes y flavonoides a tr
citricos, kiwis, frutas en general, remolacha, col,
pimientos, avena, chocolate, té, café, zumos de frut

Principales flavonoides ingeridos (evaluado segun Hertog

guercetina, kaempferol, miricetina, y luteolina.

avés de la dieta:

espinacas, esparragos,
a..

et al., 1993):

Ingesta mg/dia Indice MMSE % Reduccion
(desde 28.4) MMSE
0-10.5 26.2 - 7.7
10.5-13.6 26.7 - 6.0
13.6-17.7 27.1 -4.6
17.7-36.9 27.5 -3.1




¢ hay evidencias

epidemioldgicas significativas?

Un reciente estudio realizado en Nueva York con 2,258  personas, con una
media de 70 afios de edad, sugiere que, aquellos que si  guieron una dieta
“Mediterranea” (rica en antioxidantes presentes en fru tas, vegetales,
legumbres, pescado, vino,...), mostraron un reduccion d el 40% en la
incidencia de desarrollo y aparicion de la enfermedad d e Alzheimer
(Scarmeas et al., 2006).

Un estudio realizado sobre 1,836 Japoneses-Americanos, monitorizo
durante 10 afos su estado fisiologico general, encontra ndo que aquellas
personas que habian ingerido frutas y/o zumos de frutas, al menos tres
veces por semana, mostraban una reduccion del 76% en la incidencia de

desarrollo y aparicion de la enfermedad de Alzheimer .

Podria sugerirse, por tanto, que los polifenoles, que como sabemos se
encuentran presentes en muchos alimentos, especialment e vegetales y
frutas, pueden “detener” y/o “ralentizar’ algunos de | 0S procesos gue
conducen a la acumulacion del péptido beta-amiloide en el cerebro vy, por

tanto, retrasar la potencial aparicion del (Dai et al., 2006).



¢ hay evidencias
epidemioldgicas significativas?

e Estudio de Letenneur et al., 2007.

e 1640 personas > 65 aNnos.

e Periodo 1990 -2000 (control cada 2,5 anos)
e Tipos de control: MMSE, BVRT, IST

 Objetivo: relacionar capacidad cognitiva
del sujeto con la ingesta de flavonoides.

e Conclusion: positiva, pero no definida
estructural ni molecularmente.




Un analisis de situacion: ¢ porqué
estos “difusos” resultados?

Las concentraciones _en plasma de los compuestos ingeridos a través de |  a dieta,
o de alimentos suplementados, son “insuficientes” d e acuerdo con los datos
estudiados de dosis-respuesta.

Los procesos metabdlicos  a los que se ven sometidos estos compuestos, y que
suponen en gran medida su modificacion estructural, reducen significativamente
su potencial eficacia.

El incremento de las actividades antioxidante y ant  iinflamatoria en plasma, seria
solo el resultado de la ingesta continuada _ de un heterogéneo conjunto de micro
y macronutrientes biolégicamente activos.

Ello conduce a la consideracion de que  no es uno solo el mecanismo __ que regula
estas actividades, interviniendo de forma global pr ocesos de captacion de
radicales, regulacion de factores de modulacion de sefales celulares, regulacion
de la expresion génica de diversos enzimas, etc...

Es evidente que existe ya, publicados en los ultimo s afos, un buen ndmero de
estudios cientificos que permiten considerar a esto s compuestos (polifenoles en

general) como potenciales agentes terapéuticos y/o profilacticos en las
patologias neurodegenerativas, sin embargo, son nec  esarios nuevos y mas
completos ensayos clinicos “correctamente planificados_vy veri ficados”,  que

permitan extrapolar con seriedad esa aparente poten  cialidad.



¢,Cual deberia ser, por tanto , la actividad
de estos compuestos en las

enfermedades neurodegenerativas?

Deben ser capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (BBB) y proteger a las celulas
cerebrales de los radicales libres.

Deben inhibir la INOS, reduciendo los niveles de
peroxinitrito y la formacion de AGEs.

Deben ser capaces de reducir la respuesta
Inflamatoria.




| a barrera hematoencefalica:

BBB (Blood Brain Barrier)

Esta “barrera” esta formada por el endotelio de los ¢ apilares
sanguineos del cerebro, bajo la influencia de ceélulas
asociadas, especialmente astrocitos.

Existen ademas otros transportadores involucrados en | a
regulacion del paso de sustratos a través de la BBB, incluidas
ciertas proteinas asociadas (Multidrug resistance-assoc lated

proteins, MRPSs).

La interaccion entre la estructura molecular del compue stoy la
del transportador es fundamental para poder atravesar la BBB.

En funcion de cierto numero de estudios publicados, los
compuestos de naturaleza lipofilica o semi-lipofilica , con
estructuras menos polares (aglicones, esterificados, et C..)
atraviesan mas facilmente la BBB.



Compuestos polifendlicos mas
estudiados hasta ahora

e Catequinas (flavan -3-ols)

* Antocianinas (flavan -3-ols)
e Curcuminas

* Flavonoles (en combinacion)

o Cafeoll-derivados y estilbenos
(tipo resveratrol: por sinergia)



Catequinas Yy antocianinas

HO

(flavan -3-o0ls)

Presentes en los extractos de té, semilla de uva, piel de uva, frutas
rojas (fresas, frambuesas,...), cacao, etc....

Su estructura resulta fundamental respecto a su actividad y eficacia,
compuestos similares pueden activar o inhibir la acumulacion de la
proteina Beta-amiloide a través de su accion sobre:

— Activacion de la sintesis de sAPPa
— Modulacién de la actividad a-secretasa

Presentan evidentes propiedades como captadores de radicales
libres.

Inhiben ciertas rutas pro-apoptoticas.
Actuan sobre diversos aspectos de la transmision colinérgica.

OH




curcuminas

Pretende reunir los conceptos de antioxidante vy
antiinflamatorio.

Se basa sobre todo en estudios epidemiologicos realiz  ados en
India, donde la prevalencia del AD es 5 veces inferi  or que en

Parece mostrar eficacia en la reduccién de la acumulaci on de
B-Amiloide (IC ., entornoa 1l pM) (2004, 2005).

Tiene ciertos problemas de biodisponibilidad.
Hay varios estudios epidemioldgicos en curso.




Ginkgo Biloba
flavonoles vy ginkgolides

« Existen muchas y complejas discusiones y controversias sobre su
eficacia y mecanismo de funcionamiento.

« Algunos estudios “parecen” mostrar resultados similares al
Donepezil (Aricept).

« Combinaria efectos diversos: antioxidantes, antiapoptéticos vy
antiamiloidégenos.




Situacidon y necesidades

La mayor parte de los compuestos polifendlicos que aca bamos
de describir no “terminan” de demostrar una eficacia
contrastada. Sigue siendo necesario identificar nuevo S
compuestos que demuestren consistentemente su potenc 1al
capacidad como protectores de la neurodegeneracion.

Compuestos lipofilicos que puedan atravesar la BBB.

Posibilidad de actuacion sobre diferentes “dianas” pr eventivas
y/o terapéuticas, a traves de diversas rutas.

Busqueda e identificacion de los receptores especifi cos de
estos compuestos.

Necesidad de descubrir los verdaderos mecanismos de
actuacion, con objeto de posibilitar el disefio de ag entes
neuroprotectores mas especificos.



¢, Qué hemos hecho y que
vamos a hacer nosotros?

Buscamos una terapia
preventiva eficaz
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Aspectos incluidos en el estudio

 Estudio de la actividad neuroprotectora de ciertos

compuestos polifendlicos de origen vegetal en la
prevencion y tratamiento del alzheimer.

Efectos toxicos e inflamatorios de proteina B-amiloide en microglia
y neuronas.

Efectos de diversos compuestos polifendlicos sobre la pr oduccion
de NO, TNF-a y viabilidad celular en células de microglia N-11
activadas.

Efectos de diversos compuestos polifendlicos sobre la pr oduccion
de NO, TNF-a y viabilidad celular en macrofagos (RAW264.7)
activados.

Efectos de diversos compuestos polifendlicos sobre la vi abilidad
de neuronas N2A incubadas con microglia y/o macrofagos
activados.

Desarrollo de un sistema rapido y eficaz para la identif icacion de
compuestos antiinflamatorios y neuroprotectores.
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Estudio inicial para la determinacion de los valore
inhibir la produccion de NO por células de microgli

s de IC50 de la capacidad de
a y macrofagos activados
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Inhibicidon de la produccion

de NO y TNF-a: cultivos de microglia
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Inhibicidon de la produccion

de NO y TNF-a: cultivos de microglia
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NO TNF-a Cell Viability in
%
(at ECSOfor NO )

EC., EC., Alamar MTT
Blue
Extract uM | pg/ml | pM | pg/mi % %
Apigenin > 85
Diosmetin > 85
Silymarin > 85
Green Olive Leaf extract| --- 65 NA > 85 > 85

Uva Ursi extract 25 NA > 85 70




NO Viability
RAW264.7 ~max
inhibiti IC., NR [ MTT
on
N Extract % | pg/m| uM %
r %
1 | Uvaurs 30 NA NA 100 100
5 | Grape seed 90 45 CE 80 50
8 | Greenolive leaf 40 NA NA 110 ND
9 | Labiatae 0 14 CE 120 ND
15 | Apigenin 90 1.4 5 130 ND
16 | Diosmetin 80 1.6 15 100 ND
29 | Silymarin compounds 80 15 25 80 ND




Nitric Oxide

Cell Viability

% of positive

0
Extract . /0 IC 5 IC s control at
Inhibition

IC¢,

Apigenin 100 00
Carnosic acid 70% 100 00
Citrolive 50 50 - 100
Hydrox%/tyrosol 7 20 37 ) 100

Yo
Green olive leaf
20% 100 18 - 80
Rosemary 6% 100 25 - 75
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Estudios sobre la

viabilidad neuronal

Estudio sobre la viabilidad celular de neuronas N2A cultivadas
separada y/o conjuntamente con células de microglia y/o macrofagos
activados por diferentes compuestos.

Capacidad de “proteccion”, “regeneracion” 6 “manten imiento” de la
viabilidad celular de diversos compuestos. Dichos c ompuestos se
incubaron con células de microglia N-11y neuronas N2  A-EGFP,
determinando la viabilidad neuronal mediante fluoresce ncia EGFP
usando el ensayo MTP y citometria de flujo. (EGFP: Enh  anced Green
Fluorescent Protein; aislamiento de plasmido de E. Co  |i pEGFP-N1 vy
transferencia a neuronas N2A para “marcaje fluorescente ")

Desarrollo de un sistema rapido, eficaz y especifico pa ra la
identificacion simultanea de compuestos potencialmente
antiinflamatorios y neuroprotectores.



Effect of selected exiracts on neuron viability:

Effect of selected extracts on viability of N2A
neurons following incubation with
conditioned media (CM) from LPS-activated
RAW2Z64.7 macrophages.
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Conclusion: The conditionaed media reduced neuron viability
by 10% . Viahility was entireby restiored in the presence of
20ugfml of each extract. Apigenin and Green aolive leaf
extract further improved wviahility by approximaitely 10%. The
asterisks represent significant differences compared wiih
positive control (p=0.01).
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Viabilidad celular (expresada en neuronas-EGFP) en cul  tivos de neuronas incubadas 24 horas con diferentes toxi nas.

(la viabilidad se midio por Alamar B, loduro de Propidio, y EGFP fluorescencia despues de 24 h: incubacion con H202 (A),
NaN3 (B), CH3CH20H (C) y Triton X-100 (D).

Estadios en la muerte celular de neuronas-EGFP tratada

s con Triton X-100

Neuronas Neuro2a expresando EGFP, incubadas con 15uM de Triton X-100 durante 6 h hasta visualizar la muerte celular.
Se uso loduro de propidio para marcar el nucleo celular y observar asi la desintegracion




M-11 Microglia and EGFP expressing N2a neurons

hicroglis Meuronsz H

Propidium lodide

EGFP Expression

» Co-cultivo de EGFP-neuronas y microglia N-11.

 A. Neuronas-EGFP (verde fluorescente) y células de microglia N-11 en una
proporcion 1:1, visualizadas con un estereomicroscopio

(480nm ex/520nm em).

* B. Analisis por citometria de flujo de neuronas 2A-EGFP y células de
microglia N-11.
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« Viabilidad celular de neuronas-EGFP co-cultivadas con cé lulas
de microglia N-11 tratadas con la combinacion de 20 U/m | IFN-y
y 20 pg/ml LPS durante 24 y 48 h. La expresion de neuronas
EGFP se analiz6 a travées de ensayo MTP y citometria de flujo

(FACS).
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Estudio dosis-respuesta del efecto de diversos compuest 0os antioxidantes sobre la muerte
neuronal inducida por IFN- yy LPS en co-cultivos de neuronas-EGFP y células de mi  croglia N-
11, despues de 48 horas. Los co-cultivos fueron pre-incubados con los antioxidantes 90 min antes de
la activacion con 10U/ml IFN-y y 10 pg/ml LPS. Considremos que el 100% seria el valor de viabilidad
del co-cultivo sin activacidon alguna de la microglia. La expresion de las neuronas-EGFP se analizé con
MTP y FACS.
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Capacidad antioxidante-antiinflamatoria:
Conclusiones basicas

Algunos polifenoles y flavonoides antioxidantes y/o
antiinflamatorios, son capaces de regular, también
de forma dosis-dependiente la produccion de NO.

Ciertas combinaciones de estos compuestos
muestran un cierto efecto aditivo, pero no sinérgico.

La acumulacion de proteina B-amiloide (y de oa-—
sinucleina) induce de forma dosis-dependiente la
produccion de NO por células de microglia N11 (y
ciertos macrofagos).

Algunos compuestos polifendlicos son capaces de
regular la produccion de NO inducida por la proteina
B-amiloide (y quiza a-sinucleina).



Viabilidad celular:
Conclusiones basicas

 Ciertos flavonoides y polifenoles son capaces de

regenerar la viabilidad de neuronas N2A
previamente tratadas con altas concentraciones de
proteina B-amiloide (y quiza a-sinucleina).

Ciertos flavonoides y polifenoles son capaces de
proteger a las neuronas del ataque de ceélulas de
microglia activadas, incrementando la viabilidad
neuronal de forma désis-dependiente.

El grado de proteccion de estos compuestos parece
estar relacionado, con su capacidad para
regular/inhibir la produccion de NO (blogueo o aun
mas, regulacion de la expresion de la INOS).



e Estudios en laberintos controlados. Respuestas a
estimulos definidos.

Control antioxidante antiinflamatorio



99 9 9
9 -
8 8 8
8 -
7
7 -
6 6
6 -
- S B Control
B ApigeninK
4 -
3

3 -

2 -

1 -

0 0 0 0
0 - : : : :
1 7 14 21 28 35 4 2 49 56
Grupo/ lday | Day 7 | Day 14 | Day 21 | Day 28 | Day 35 | Day 42 | Day 49 | Day 56
dias
Salino 10/10 | 9/10 7/10 5/10 3/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Apigenina | 10/10 | 9/10 9/10 9/10 8/10 8/10 8/10 6/10 6/10




Publicaciones cientificas

A versatile high throughput screening system for th e Simultaneous
identification of anti-inflammatory and neuroprotec tive compounds.

Hansen E, Krautwald M, Maczurek AE, Stuchbury G, Fromm P, Steele M, Schulz
O, Garcia OB, Castillo J, Kdrner H, Minch G.

J Alzheimers Dis. 2010 Jan; 19(2):451-64

Mod. Mutr. Food Res . 2008, 52, D00— 000 D3 101 O mndr 20 000 180

Y ahora, ¢quée?

Plant-derived polyphenols attenuate
lipopolysaccharide-induced nitric oxide and tumour
necrosis factor production in murine microglia and

macrophag 0% Fronsiers in Medicinal Chemivay, 2010, 5, 000-000

Kirubakaran Shanmugam’®, Lina Holmguist®, Megan Steele®, Grant Stuchbury
Katrin Berbaum®, Oliver Schulz?, Obdulic Benave nte Garcia®, Julian Castillo? H ﬂ't"E'l _;'\_Eurﬂp rotec IiTE T h El'ﬂp i’ES f.n I

Jim Burnell®’, Vernon Garcia Rivas®, Geoff Dobson* and Gerald Minch® = 5 B
Alzheimer’s and Parkinsons®s Disease

! Biochemistry amd Molecular Biclogy, Tames Cook University, Townsy ille, Australia
* Eurochem Feinchemie, Groehenzell, Gormeamy
* Furfural Espaitol-Nutrafir, Alcastanlla, Spain

A Trovnieal & Veterinare Seiemees Tames Coale T Iniveesite Toamewilles Actralin I:- .b ] an Sh ugam]__ 1 = E_ Mﬂ_{_‘ I{l_
Mol Nutr Food Res. 2008 Megan L. Steelel. Obdulio Benavente-Garcia®.
Apr;52(4):427-38. Tulian Castillo” and Gerald Miinch'-*

‘Dept. of Pharmacology, School of Medicing, and Molecular
Medicine Research Group, University of Western Sydney,
Campbelltown, Australia; “Furfural Espariol-Nutrafisr,
Alcanmarilla, Murcia, Spain




