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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA), cuyo sintoma grave es la pérdida de memoria y otras
habilidades cognitivas que interfieren con la vida cotidiana (Narvéez, 2004). Esta asociada a
la presencia de agregados de proteina insoluble B-amiloide y ovillos neurofibrilares de
proteinas Tau, acompaniados de neuroinflamacion, estrés oxidante y alteraciéon en la
neurotransmision colinérgica. Existen tratamientos que ayudan a aliviar la inflamacion y la
memoria, sin embargo, ain continua la busqueda de terapias alternas, algunas de las cuales
se basan en estudiar metabolitos secundarios de las plantas. México tiene una cultura en el
uso ancestral de plantas, uno de los géneros de mayor distribucion es el de Salvia, cuyas
especies poseen una composicion compleja de metabolitos con interés farmacologico. En el
presente trabajo se propone la obtencion de un extracto, fracciones y al menos 1 compuesto
de S. elegans para su evaluacion como protector de la barrera hematoencetfalica (BHE). Los
mejores tratamientos fueron evaluados en ratones con Alzheimer experimental inducido con
LPS, las variables analizadas fueron la neuroinflamacion medida como concentracion de
citocinas pro- y anti-inflamatorias en cerebro, inflamacion del bazo cuantificando las mismas

moléculas, la memoria de los animales en el laberinto acuatico de Morris (LAM).

Con el objetivo de evaluar productos derivados de Salvia elegans, sobre la integridad de la
BHE y posteriormente sobre la neuroinflamacion, y la memoria, en ratones con AE inducido
con LPS, se obtuvo un extracto hidroalcoholico (SeHA) y una fraccion de acetato de etilo
(FACOEY) usando técnicas cromatograficas, se hizo la separacion para obtener reuniones
(sub-fracciones quimicamente menos complejas) y un compuesto, para evaluarlos en ratones
macho CF-1 (bajo la Norma Oficial Mexicana -NOM-062-Z0O0-1999). La primera parte se
midio el efecto de los tratamientos sobre el dafio de la BHE inducido con LPS con la
finalidad de seleccionar los mejores, para después probarlos en el modelo de AE-inducido
por neuroinflamaciéon con lipopolisacarido (LPS, 12.5png/Kg/diario/7dias-7dias de
tratamiento/dia 9 prueba de aprendizaje y memoria/dia 14 sacrificio). Se analiz6 el efecto

sobre la cognicion, cuantificacion de citocinas por la técnica de ELISA.
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INTRODUCCION

Enfermedades neuroldgicas

El sistema nervioso central (SNC) estd conformado por el encéfalo y la médula espinal,
mientras que el sistema nervioso periférico (SNP) estd compuesto por nervios y ganglios,
que transmiten informacion del cerebro y médula espinal a todo el organismo. Su principal
funcion se centra en control y regulacion del funcionamiento de los 6rganos y sistemas para

coordinar respuestas motoras y sensitivas.

Las enfermedades neurologicas alteran las facultades conscientes e inconscientes como el
movimiento, memoria, pensamiento, lenguaje, vista, etc. Estas alteraciones pueden afectar a
personas jovenes, sin embargo, es mayor la incidencia en personas de edad avanzada

(Informe Fundacion Espafiola de Enfermedades neurologicas, 2006).

En 2021, mas de 3000 mil de personas a nivel mundial vivian con algun trastorno
neuroldgico, de los cuales se mencionan los siguientes como los principales contribuyentes
a la pérdida de salud: accidente cerebrovascular, encefalopatia neonatal, migrafia, neuropatia
diabética, meningitis, epilepsia y demencia, entre otros (OMS, comunicado de prensa 14
marzo 2024). Dentro de las demencias, se calcula que el trastorno méas comun en la poblacion

mundial es la enfermedad de Alzheimer (EA) (WHO, 2023).

De los tratamientos descritos para los sintomas de demencia en la EA, sélo hay dos clases de
medicamentos aprobados. Se encuentran los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa
(analogos hibridos y sintéticos de origen natural) y los antagonistas del N-metil d-aspartato
(NMDA). Varios procesos fisiologicos en la EA destruyen las células productoras de
acetilcolina (Ach), que reducen la transmision colinérgica a través del cerebro. Los
inhibidores de la acetilcolinesterasa ( IAChE) , , que se clasifican en reversibles, irreversibles
y pseudorreversibles, actian bloqueando. Las enzimas colinesterasa (AChE 'y
butirilcolinesterasa (BChE)) descomponen la ACh, lo que conduce a un aumento de los
niveles de ACh en la hendidura sinéaptica. Por otro lado, la sobre -activacion de NMDAR
conduce a niveles crecientes de Ca®*, lo que promueve la muerte celular y la disfuncion
sinaptica. El antagonista de NMDAR previene la sobre-activacion del receptor de glutamato

NMDAR vy, por tanto, la entrada de Ca?", y restablece su actividad normal.
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La busqueda de mejores terapias para la EA, es continua y son multiples herramientas
que se utilizan para esto, las plantas medicinales son una fuente importante de metabolitos
secundarios, que poseen diversas propiedades farmacolodgicas que pueden ayudar a disminuir
la sintomatologia asociada a esta enfermedad neuroldgica. Del grupo de especies
medicinales, ampliamente utilizadas en procesos neuroldgicos y particularmente sobre la
memoria, se encuentran las plantas del género Salvia. S. elegans, fue utilizada en este
proyecto de investigacion, en el que los extractos, fracciones y compuestos obtenidos se
analizaron farmacologicamente usando un modelo de neuroinflamacion inducida con
Lipopolisacarido (LPS), que imita la formacion de agregados neurofibrilares, perdida de la

memoria e inflamacion.

ANTECEDENTES
Enfermedad de Alzheimer (EA)

Descripcion

La EA es la forma méas comtn de pérdida de memoria y otras habilidades cognitivas que
interfieren con la vida cotidiana, es un tipo de demencia que causa problemas con el
pensamiento y el comportamiento. Los primeros sintomas pueden atribuirse a la vejez o al
olvido comun. El proceso fisiopatoldgico y los sintomas asociados empeoran gradualmente,
por lo que se compromete la capacidad de tomar decisiones y pueden surgir modificaciones

en la personalidad y conductas problematicas (Narvaez 2004; Romano 2007).

La organizacion mundial de la salud enlista una serie de factores que aumentan el riesgo de

sufrir demencia (WHO, 2023):
e Laedad
e Hipertension arterial
e Diabetes

o Obesidad
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e Tabaquismo

e Alcoholismo

e Inactividad fisica
e Aislamiento social

e [a depresion

Epidemiologia
Incidencia Mundial

La Organizacién mundial de la salud (OMS) reporta que existen mas de 55 millones de
personas que tienen demencia de los cuales mas del 60 % de afectados viven en paises de
ingresos medianos y bajos. Cada afio la cifra aumenta en casi 10 millones de casos
nuevos. La EA es la forma mas comin de demencia y representa entre el 60 y 70% de los
casos (WHO, 2023). La secretaria de salud estima que en 2021 habia aproximadamente 1
millon 300 mil personas que presentaban la EA (Secretaria de Salud, 2021). El factor de
riesgo mas destacado es la edad debido a que el nimero de personas con enfermedad se
duplica después de los 65 afios. Se estima que aproximadamente un tercio de la poblacion de
mas de 85 afios podria tener la EA (NIA, 2017). Sin embargo, también existe la enfermedad
de Alzheimer de inicio temprano y esta ocurre en un rango de edad de entre los 30 y 65 afos,
esta categoria representa el 10 % (NIA 2017). La evolucion de la enfermedad varia
ampliamente, los pacientes viven en promedio de 4 a 8 afios después del diagnodstico.

(Alzheimer’s Disease And Dementia, 2023).

En 2019 la demencia tuvo un costo para las economias del mundo de $1.3 billones US. En
estas cifras no se toman en cuenta la atencion proporcionada por cuidadores informales como
lo son familiares y amigos cercanos, que se estima dedican aproximadamente 5 horas diarias

de labores de atencion y supervision del paciente (WHO, 2023).
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Sintomatologia

Existen diferentes etapas con sintomatologia caracteristicas (Merino et al., 2015):

Enfermedad preclinica, sin sintomas y en caso de obtener imagenes del cerebro ya se

observa la presencia de placas amiloides y ovillos neurofibrilares.
Demencia leve por enfermedad de Alzheimer

En esta etapa usualmente es diagnosticada la enfermedad y comienzan a manifestarse

sintomas clinicos sintomas como:

e Pérdida de la memoria en acontecimientos recientes.

e Problemas para realizar tareas complejas

e Cambios en la personalidad

e Dificultad para organizar y expresar pensamientos
e [Extravio de sus pertenencias

Demencia grave por enfermedad de Alzheimer

En esta etapa la enfermedad perjudica cada vez mas el movimiento y las capacidades fisicas.

Las personas suelen
e Perder capacidad para comunicarse
e Requerir ayuda para su cuidado personal
e Notar el deterioro de sus capacidades fisicas

Fisiopatologia

Existen dos procesos fisiologicos caracteristicos en la enfermedad de Alzheimer, la

amiloidogénesis y la degeneracion neurofibrilar (Delacourte, 2002).
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Amiloidogénesis

La formacion de beta amiloide de manera normal ocurre en la sinapsis neuronal en las
dendritas. En la membrana de las dendritas existe una proteina transmembranal llamada
péptido precursor amiloide (APP) (Martinez Diaz, 2021). La informacion existente sobre la
funcion de APP sugiere que regula la transmision sindptica y actia sobre la liberacion de las
vesiculas de neurotransmisores, asi como regulacion del crecimiento (Hillen, 2019). El
mecanismo empieza cuando la gama, beta y alfa secretasas dividen al APP, dando lugar al
péptido beta (B)-amiloide. Mientras que la microglia, macréfagos, astrocitos se encargan del
aclaramiento de esta molécula por medio de fagocitosis. Esta via se le llama no

amiloidogénica ya que los productos son degradados (Martinez Diaz, 2021).

La via amiloidogénica ocurre cuando las secretasas, cortan en un lugar erroneo a la APP,
posiblemente por mutacion en la codificacion de estas enzimas y como consecuencia el 3-
amiloide es fraccionado en sitios no correspondientes, lo que genera una molécula con menor
o mayor numero de aminoacidos, principalmente el llamado B-amiloidei42, el péptido
resultante no es soluble, por lo que se encuentra acumulado y se oligomerizan formando
placas amiloides, también llamadas placas seniles (Krawczuk etal.,, 2025). La alta
concentracion de estos agregados, forman oligdmeros neurotdxicos, iniciando el dafio en
estructuras cerebrales como el hipocampo y la corteza, causando asi, la pérdida de la
memoria, y activacion de cinasas. La inflamacién es promovida por la presencia de agregados
APn, la microglia puede unirse a oligdbmeros de Af solubles, protofibrillas y fibrillas de A}
insolubles a través de receptores de la superficie celular incluido el receptor eliminador de
clase A1 (SCARA1), marcadores de grupo de diferenciacion (CD) de la superficie celular
(CD36, CD14, CD47), integrina a6B1. Las especies de AP inducen neuroinflamacién y
neurodegeneracion al estimular la microglia para que libere citocinas proinflamatorias e
interfiera con la sintesis de citocinas antiinflamatorias como el factor de crecimiento
transformante betal (TGF-f1). TGF-f1 es un factor neurotrofico que muestra acciones
antiinflamatorias y neuroprotectoras que estimulan la eliminacion de AP por parte de la
microglia. El déficit de TGF-B1 ejerce un papel proinflamatorio clave en la EA (Hampel et

al., 2021).
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Figura 1. Placas seniles (Merino et al., 2015)
Degeneracion Neurofibrilar
La acumulacion de placas amiloides generan una activacion de cinasas.
Las proteinas Tau son proteinas estabilizadoras de los microtubulos del citoplasma de las
dendritas, estas macromoléculas se hiper-fosforilan debido a la presencia de cinasas, por lo
cual oligomeriza y se forman ovillos neurofibrilares que se acumulan intracelularmente, ésto
destruye los microtubulos y se generan neuronas disfuncionales, por el desensamble de los
microtibulos y con ello el deterioro del flujo axoplasmico, lo que produce degeneracion
retrograda y pérdida de sinapsis (Hong et al., 2025).
En los cortes histologicos se pueden ubicar los ovillos neurofibrilares en el citoplasma

neuronal como se muestra en la Figura 2. Ovillos Neurofibrilares (Merino et al., 2015).
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Figura 2. Ovillos Neurofibrilares (Merino et al., 2015)

Efectos toxicos de péptido AP y proteina Tau

La principal caracteristica de la EA es la pérdida neuronal significativa, que esta relacionada
con dos tipos de alteraciones: La acumulacion de placas de AP y de ovillos neurofibrilares
de proteina Tau. Este proceso patoldgico inicia en la zona del hipocampo. Sin embargo, a
medida que la enfermedad avanza, otras regiones cerebrales se ven afectadas. EI deterioro
cognitivo esta correlacionado con la pérdida de sinapsis.

En la EA existe una reduccion de la proteina sinaptofisina en las vesiculas presinapticas, los
oligdbmeros AP son sinaptotoxicos ya que inhiben la potenciacion a largo plazo en el
hipocampo, asi como la depresion a largo plazo. Esto produce un desequilibrio en la
plasticidad sinaptica y debilitamiento de la sinapsis que posteriormente llevara a una pérdida
de memoria (Corria Milan et al., 2021). Las neurotrofinas son sustancias que promueven la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las neuronas y glia que median el
aprendizaje, memoria y el comportamiento. El péptido AP se une a los receptores de
neurotrofina y de la tirosina cinasa, por lo que inhibe factor de crecimiento nervioso, que
afecta al receptor nicotinico para el neurotransmisor acetilcolina (ACh) y su liberacion en el
terminal presindptica. La hiperfosforilacion y agregacion de proteina Tau en ovillos
neurofibrilares activa la via de las caspasas que inicia el proceso apoptdtico causando la

muerte de las neuronas portadoras de ovillos (Castillo et al., 2020).

17



Alteracion de neurotransmision

Acetilcolina (ACh).

Existe también un dafio en los sistemas de neurotransmisores. El primer sistema en ser
afectado es el colinérgico. Esto por una degeneracion del sistema de neuronas
colinérgicas. La ACh se encuentra presente en la mayoria de las sinapsis simpaticas y
parasimpaticas, asi como en las motoras. Desempefia un papel fundamental en el proceso de
aprendizaje y memoria. La sefializacion colinérgica depende de la sintesis y liberacion de
este neurotransmisor. La mayoria de las regiones del cerebro inervadas por neuronas
colinérgicas desempefian un papel en el aprendizaje, memoria, respuesta del estrés, funciones
cognitivas. La degeneracion de estas neuronas se considera un factor principal en el
desarrollo de la demencia (Bekdash, 2021).

La ACh se sintetiza en los nucleos basales de Meynert, a través de la accion de a través de
la accion de la Colina acetiltransferasa, la cual cataliza la transferencia de un grupo acetilo
desde el acetil-CoA hacia la colina, formando acetilcolina. Posteriormente, la acetilcolina es
almacenada en vesiculas sinapticas y liberada al espacio sinaptico en respuesta a la
despolarizacién neuronal. Finalmente, es degradada por la Acetilcolinesterasa en colina y
acetato, permitiendo la recaptacion de colina para su reutilizacion. (Klein, 2025)

Una vez sintetizada, la ACh es conducida por el transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT) y almacenada en vesiculas sinapticas. Tras la despolarizacion de la
neurona presinaptica, ACh se libera en la hendidura sindptica donde se une a los receptores
postsinapticos, que pueden ser del tipo muscarinico o nicotinico. El exceso de ACh en la
hendidura sinaptica es degradada por acetilcolinesterasa (ACha). Posteriormente, las
neuronas presinapticas reciclan y recuperan la colina (Bekdash, 2021).

Las sinapsis colinérgicas se ven afectadas por la neurotoxicidad generada por los oligdmeros
de beta amiloide (AP) y la pérdida sinaptica resultante es la principal razéon del deterioro
cognitivo (Castillo et al., 2020). La actividad de la enzima AchT se encuentra disminuida en
los nucleos de Meynert por lo que existe una reduccion de la formacion de ACh, esta

disminucion esta relacionada con la progresion de la demencia (Corria Milan, 2021).
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Neuroinflamacion

La Neuroinflamacion es un proceso patologico que altera la morfologia de las células del
sistema nervioso, hasta la invasion y destruccion de tejidos por leucocitos. Lo que produce
una respuesta del sistema inmunologico mediado por la microglia que involucra la presencia
de factores como citocinas, especies reactivas de oxigeno (EROs) y de nitrogeno (ERNs),
que generan un aumento del estrés oxidante que, de no controlarse, promueve el dafio
neuronal (Martinez Tapia et al., 2018).

La neuroinflamacion es una respuesta natural del SNC ante cualquier agresion, sea
infecciosa, traumatica, isquémica o toxica. Estd mediada por la activacion de las células
microgliales y por la activacion de los astrocitos (Rios Cuadrado, 2023).

Las células microgliales representan del 5-15% del total de la poblacion celular cerebral, se
distribuyen en el hipocampo y en la sustancia nigra. Este tipo celular es considerado el
macrofago del cerebro ya que es capaz de realizar fagocitosis y presentacion de antigenos, lo
que representa el sistema inmune del SNC (Darwish et al., 2023).

La microglia tiene dos estados de activacion principales:

Fenotipo M1: suele ser inducido por interferon-y (IFN-y) o induccion de lipopolisacaridos
(LPS) y se asocia con produccion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) interleucinas IL-6, IL-1p o IL-12, factores neurotdxicos como el 6xido
nitrico (NO) y ROS. Por lo tanto, estd asociado a la destruccion de patdgenos y también a la
inhibicion del crecimiento neuronal, neuroinflamacion y muerte neuronal (Leng y Edison,
2021).

Fenotipo M2: se puede inducir a través de células apoptoticas, por 1L-4, IL-3, IL-10 y del
receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARY). Este fenotipo expresa
citocinas antiinflamatorias promotoras de la reparacion neuronal como IL4, IL-10 y el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B). Es fundamental para suprimir la inflamacion
producida por el fenotipo M1 (Rios Cuadrado, 2023).

Estas células se encuentran basalmente en estado desactivado por largos periodos de tiempo,
pero pueden repentinamente modificar su comportamiento ya que son altamente sensibles a
los cambios del entorno. Por lo que, al recibir un estimulo fisiolégico o patoldgico, son

capaces de migrar a la zona de la lesion, las sefales a las que son sensibles son estructuras
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bacterianas, virales y fingicas, proteinas endogenas anormales, factores del complemento,
anticuerpos, citocinas y quimiocinas entre otros, son detectados por los receptores de las
c¢lulas microgliales que conduce a su activacion (Morales et al., 2010). Lo que induce la
expresion de marcadores de superficie como MCH 11, secrecion de sustancias citotdxicas (los
EROs, ERNs, oxido nitrico, etc.) y la liberacion de citocinas y factores de crecimiento.
Mediante estas moléculas, la célula activada genera una red de comunicacion con otras
células microgliales inactivadas y con células neuronales (seria la microglia, por eso ya lo
BORRE). La sobreactivacion microglial, la constante liberacion de factores citotoxicos y
citocinas proinflamatorias originan un proceso neuroinflamatorio que estd estrechamente
relacionado con la degeneracion neuronal, mecanismos proporcionan informacion clave en
el desarrollo de desordenes neurodegenerativos como la EA (Pérez Martinez, 2020).

La estimulacion de la microglia se lleva a cabo por la deteccion de sefales de dafio que
inducen el aumento en la actividad del factor de transcripcion NF-kB que a su vez estimula
la produccion de sustancias citotoxicas y citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-
6, entre otras que desencadenan degeneracion neuronal por diferentes vias, pero todas

concluyen en la alteracion de proteina Tau (Al-Ghraiybah et al., 2022).

Las citocinas implicadas en la EA son (Knopman et al., 2024):

TNF a: Citocina proinflamatoria secretada por macrofagos y linfocitos activados. La forma
soluble de TNF-a se deriva cuando la enzima convertidora de TNF-a escinde TNF-a
transmembrana expresados en macrofagos o células T. Facilita varias actividades
inflamatorias a través del receptor de TNF tipo 1 (TNFRI1) y el receptor de TNF tipo 2
(TNFR2). La union de TNF-a a TNFR1 y TNFR2, desencadena la via de senalizacion NF-
kB/MAPK, induciendo inflamacién, degeneracion tisular, proliferacion celular vy
supervivencia. TNFR1 induce apoptosis a través de la via de sefalizacion de la caspasa-8 y
activa MLKL para inducir necroptosis. En la enfermedad de Alzhaimer desempefia varios
papeles neurodegenerativos:

e La activacion de la via de sefializacion NF-o/TNFRI1 promueve la necroptosis

neuronal, que contribuye en gran medida al desarrollo de la EA.
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e TNF-a induce la exocitosis rapida de los receptores AMPA, aumenta la transmision
glutamatérgica y suprime la potenciacion a largo plazo, inhibiendo el aprendizaje y
la memoria.

e TNF-a modula la funcionalidad de la microglia transformandose en una forma
patogénica caracterizada por el aclaramiento de AP desregulado.

e Periféricamente, la sobreexpresion de TNF-a activa la activacion microglial, que esta
vinculada a leucocitos, infiltracion de macrofagos perivasculares y degeneracion
sinaptica.

IL-1pB: Es una citocina proinflamatoria secretada por células mieloides. En el cerebro IL-1
contribuye a la neuroinflamacion al activar las células de la microglia para producir
sustancias neurotoxicas, promoviendo la muerte neuronal, ademds de que exacerba la
neurodegeneracion al reclutar y activar otras células inmunes como monocitos y leucocitos.
El péptido A estimula la secrecion de IL-1p de la microglia durante el inicio yla progresion
de la EA, la microglia se activa y se agrupa alrededor de las placas A} para promover su
fagocitosis. La IL-1p secretada induce a otras citocinas y quimiocinas como IL-6 e IL-17,

que llevan a un ciclo de dano neuronal, muerte celular y neurodegeneracion.

IL-6: Est4 asociada con condiciones patologicas caracterizadas por inflamacion cronica y
autoinmunidad. El aumento de este mediador celular estd relacionado con el rendimiento
cognitivo deteriorado y cambios patoldgicos de la EA. Se ha observado sobreexpresion del
gen IL-6 en pacientes diagnosticados con EA tardia, lo que sugiere que afecta la progresion

de este trastorno neurologico (Knopman et al., 2024).

IL-10: Es una citocina inmunosupresora, un modulador antiinflamatorio de la activacion
glial. En ensayos clinicos se demuestra que una expresion débil de IL-10, expone a los sujetos
a una mayor susceptibilidad a desarrollar EA. Ademas, en ratones transgénicos con EA, la
sobreexpresion en hipocampo aumenta la neurogénesis y mejora la cognicion. Lo que
demuestra el papel neuroprotector de la IL-10 (Porro et al., 2020).

IL-12: Secretada principalmente por cé€lulas dendriticas, monocitos y macrofagos. En la EA,
se encuentran concentraciones elevadas desde etapas tempranas y se relaciona con el

deterioro cognitivo. Cuando la microglia es activada incrementa a liberacion de 1L-12 que a
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su vez induce a un fenotipo microglial patégeno que reduce su capacidad para depurar AP

(Chen et al., 2024a).

IL-17: Es una citocina proinflamatoria producida por las células Th 17, CD4+, CD8+ y
células inmunes innatas. IL-17 altera la barrera hematoencefalica, favorece Ila
neuroinflamacion y participa en la degeneracion neuronal. Ademads, modula el metabolismo
de AP al aumentar la expresion de APP. A su vez la generacion y acumulacion de AP,

estimula la produccion de IL-17 mediante activacion de la via NF-kB. (Chen et al., 2024a).

Estrés Oxidante

El estrés oxidante es un estado caracterizado por un desbalance entre la generacion de EROs
y la accion antioxidante. El SNC consume gran cantidad de oxigeno para llevar a cabo sus
procesos fisioldgicos lo que provoca una elevada generacion de radicales libres. En un estado
de estrés oxidativo, se presenta un exceso de pro-oxidantes que no puede ser contrarrestado
por sistemas antioxidantes (D’ Ascenzo y Colussi, 2025).

Los EROs son moléculas que poseen un electron impar, lo que las vuelve inestables y
reactivas porque tratan de completar sus electrones tomandolos de moléculas estables.
Cuando las moléculas estables pierden uno de sus electrones, se vuelven radicales libres.
Producen peroxidacion de lipidos y proteinas en la membrana celular, las moléculas
resultantes alteran la permeabilidad selectiva de la membrana lo que provoca una pérdida del
equilibrio osmotico. Se genera desequilibrio en los canales idnicos, aumento en la liberacion
de calcio y en la produccion de 6xido nitrico, el cual en presencia de estrés oxidante se
transforma en peroxinitritos que originan aumento en la formacion de ERNs. Ante el aumento
de calcio la célula lo captura en el reticulo endoplasmico y en la mitocondria, pero cuando
este sistema no es suficiente para contrarrestar dicho proceso, la mitocondria forma un poro
de transmision que la destruye, produciendo déficit de ATP que incrementa atin mas el estrés
oxidante y lleva a la muerte celular. El incremento del calcio intracelular y el estrés oxidante
lleva a la produccion de citocinas inflamatorias, causando gliosis e incremento en el estado

de estrés oxidativo.

Actividad antioxidante endogena comprometida en la EA
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La capacidad antioxidante endogena es un sistema de multiples componentes
destinado a neutralizar EROs y ERNSs para prevenir dafios a los compartimientos celulares,
este mecanismo intracelular se ve afectado durante la EA.

La formacion de radicales hidroxilos mediante la reaccion de Fenton requiere
peroxido de hidrogeno, que se produce por la eliminacion del anion radical superdxido (O~
2), este ultimo es generado en condiciones fisiologicas por la enzima NADPH oxidasa
activada. Los niveles fisiologicamente equilibrados de anion radical superdxido se mantienen
mediante la reaccion de dismutacion que es catalizada por las enzimas superdxido dismutasa
(SOD) que funcionan en conjunto con enzimas eliminadoras de peréxido de hidrogeno, como
la catalasa y glutation peroxidasa, donde el glutation (GSH) se oxida a disulfuro de glutation
(GSSG). El anidn radical superoxido puede reducir los iones férricos a especies ferrosas,

produciendo dioxigeno molecular en el proceso (Simunkova, 2019).

Tratamiento de la EA.
Los objetivos de la terapéutica son retrasar el progreso de la enfermedad y mejorar la calidad
de vida del paciente (Klein, 2025). No existe ninguna sustancia que pueda curar o estabilizar
de forma permanente la EA, sin embargo, existen 2 grupos de farmacos que estan autorizados
para su tratamiento (Guia de practica clinica EA, 2017):

e Inhibidores de la acetilcolinesterasa (ACE)

e Moduladores de la transmision glutamatérgica

Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Dado que en la EA la concentracion de ACh esta disminuida por la accion de la AChE, debido
a que la enzima acetilcolinesterasa (AChE) hidroliza al neurotransmisor. Por lo tanto, en el
tratamiento de pacientes con EA se opta por utilizar farmacos inhibidores de la
acetilcolinesterasa (AChE) (Lopez Locanto, 2015). Algunos de los farmacos que pertenecen
a esta clasificacion son donepezilo, galantamina y rivastigmina. Estos farmacos son
inhibidores de la AChE, aumentando la disponibilidad de acetilcolina en el cerebro (Portela

Romero, 2005).

23



Donepezilo, aprobado para EA leve a severa.

Es un inhibidor selectivo y reversible de la acetilcolinesterasa, mejorando la transmision
colinérgica, lo que alivia los sintomas de EA. Otros objetivos del donepezilo incluyen la
inhibicion de vias de sefializacion inflamatoria lo que lo hace un neuroprotector (Drugbank,

2023).
Galantamina, aprobado para EA leve a severa.

Inhibe acetilcolinesterasa de forma selectiva, competitiva y reversible. También modula
alostéricamente a los receptores nicotinicos, aumentando la actividad de acetilcolina sobre

estos receptores (Lopez Locanto, 2015).
Rivastagmina, aprobada para EA leve a moderada.

Es un inhibidor de la AChE y de Butirilcolinesterasa (BChE) con accion selectiva en
hipocampo y corteza. Inhibe Colinesterasa cuatro veces mas en SNC que en los tejidos

periféricos (Lopez Locanto, 2015).
Moduladores de la transmision glutamatérgica.

En la patologia de la EA, el glutamato abre los canales NMDA y permite la entrada de un
exceso de calcio a las neuronas lo que induce a excitotoxicidad (Archibaldo Donoso et al.,

2019).

Memantina, modula los canales impidiendo una excitacion excesiva, es un antagonista no-
competitivo de los receptores NMDA. Modula los efectos de los niveles de glutamato

elevados patologicamente que pueden ocasionar disfuncion neuronal (Folch et al., 2018).

Farmacos que pueden cambiar el progreso de la enfermedad

Existe un tercer grupo de farmacos que ha sido aprobado por la FDA sin embargo ain no se
encuentran en el mercado, son anticuerpos monoclonales que han demostrado reducir las

placas AP y prevenir su depdsito (Alzheimer’s Association, 2023).
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Lecanemab, anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina gamma 1, dirigido contra formas
agregadas, solubles e insolubles de AP. En ensayos clinicos redujo significativamente las

placas AP en comparacion con el placebo (Drugbank, 2023).

Aducanumab, es un anticuerpo monoclonal que se dirige a las placas extracelulares de A}
en el cerebro. En ensayos clinicos, los pacientes mostraron signos de progresion mas lenta

(Drugbank, 2023).
Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Se ha demostrado que el uso cronico de antiinflamatorios no esteroideos puede
reducir considerablemente la probabilidad de padecer demencias. En experimentos in vivo e
in vitro, algunos AINEs como el diclofenaco, la indometacina y el ibuprofeno reducen la

produccion de placas AP (Torre Gomez, 2017).
Tratamiento no-farmacologico.

Se recomienda la actividad fisica ya que podria proteger contra deterioro cognitivo mediante
la reduccion de factores de riesgo cardiovascular como la hipertension arterial, diabetes,
hipercolesterolemia, diabetes, obesidad (Rolland et al., 2008). Se recomienda una dieta

balanceada, baja en carbohidratos y rica en antioxidantes (Archibaldo Donoso et al., 2019).

Diagnostico

Para detectar la EA, el diagndstico se basa en la informacion aportada por el paciente y sus
acompafiantes. Se empieza con una exploracion fisica completa, durante la cual el médico
revisa la historia clinica, antecedentes farmacologicos y sintomas. Se puede optar por la
entrevista a familiares y amigos para preguntar por el comportamiento de la persona (Guia
de practica clinica EA, 2017). Exdmenes de laboratorio clinico para descartar otras
afecciones que provoquen sintomas similares a EA, como trastornos de tiroides o
insuficiencia de vitamina B12. Se opta por realizar una prueba para valorar las habilidades
de razonamiento y memoria de la persona. La prueba mas utilizada de acuerdo con la guia de
practica clinica es el Inventario Neuropsiquiatrico de Cummings. Las pruebas de

neuroimagen son una buena herramienta para detectar los cambios que se producen en el
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cerebro. También ayudan a descartar otras causas, distinguir diferentes tipos de enfermedades
cerebrales degenerativas o ver el frado de degeneracion en el cerebro, se utiliza la Resonancia

magnética y tomografias computarizadas (Guia de practica clinica EA, 2017).

Modelos experimentales de la EA

Modelos transgénicos: Los ratones con sobreexpresion de APP y APP/PS exhiben
caracteristicas clave de patologia amiloide que han permitido su aplicacion en Ia
investigacion de la EA. Aunque los detalles especificos de la patologia amiloide, como la
edad de inicio de la placa, el tamafio y la distribucion regional, y el contenido de especies de
AP varian segun la linea, los ratones con sobreexpresion de APP recapitulan aspectos de la
acumulacion cerebral de AP, incluyendo la produccién y deposicion de AP y la

neuroinflamacion asociada (Sasaguri et al., 2017)

Modelos no transgénicos: No manipulan la informacion genética de los organismos.

En la mayoria de los casos para reproducir sintomas se realizan lesiones especificas en
regiones cerebrales particulares como el hipocampo y corteza prefrontal. Se puede inducir a
la ausencia de neurotransmisores como la acetilcolina afectando neuronas colinérgicas de

forma similar a como ocurre en la EA(Hernandez-Rodriguez et al., 2025).

Modelo Experimental de Alzheimer inducido con Lipopolisacarido (LPS)

LPS es un componente presente en la membrana externa de bacterias gram negativas, es
altamente resistente a la degradacion por enzimas en mamiferos, por lo que proporciona un
estimulo inflamatorio persistente que provoca la produccion y liberacion de citocinas
proinflamatorias, las que se encargan de activar al sistema neuroinmune.

LPS se une a CD14 en las membranas de la microglia, que forman un complejo LPS-CD14
que interactia con el receptor tipoTLR4 quien a su vez activa a la microglia iniciando la
cascada de transduccion de sefiales que conducen a la transcripcion y liberacion de citocinas

proinflamatorias como: IL-1, IL-2, IL17A, IL-18, p40, factor de necrosis tumoral-a (TNFa);
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quimiocinas como CCL2, CCLS y CXCLS; proteinas del sistema del complemento como los
receptores C3, C3a y C5a y citocinas antiinflamatorias como IL-10 y factor de crecimiento

transformante-p (TGF-B) (Luo et al., 2025).

Pruebas conductuales
Las pruebas conductuales evaluan habilidades espaciales del organismo que estan

relacionadas con el desarrollo de la memoria y el aprendizaje.

Laberinto acuatico de Morris (LAM).

El aprendizaje y memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y retener
asociaciones de las caracteristicas del ambiente, lo que le permite al organismo, moverse en
el espacio. Esta memoria puede ser evaluada mediante modelos animales en los que la
solucion de la tarea depende de la informacion espacial disponible.

Existe evidencia sobre el hipocampo en la memoria declarativa en humanos y la espacial en
roedores. El hipocampo es la estructura cerebral a través de la cual se forma un mapa
cognitivo que permite al animal navegar en el espacio. Los animales realizarian una

representacion de las relaciones espaciales mediante las estimaciones de la distancia y las relaciones

entre estimulos (Fogwe et al., 2023).

Medicina tradicional

La medicina tradicional ha sido ampliamente utilizada desde las antiguas civilizaciones hasta
la actualidad, siendo de manera significativa el uso de plantas para tratar sus malestares. En
Meéxico, las civilizaciones prehispanicas utilizaban las plantas medicinales para curar
malestares fisicos o magico religiosos (Ortiz et al., 2017). El conocimiento etnomédico
permite poner atencidon en productos naturales con la finalidad de estudiarlos y evaluar su

potencial terapéutico.

Género Salvia

El género Salvia incluye a aproximadamente 900 especies distribuidas alrededor del Mundo
y pertenece al orden Lamiales, a la familia Lamiaceae y a la subfamilia Lamioideas
(Anagnostou et al., 2025). Las Lamiaceae tienen amplia distribucidon y se encuentran en casi

todos los ecosistemas terrestres, aunque son mas abundantes en bosques de clima templado,
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en zonas montafiosas. En el mundo existen seis regiones de alta diversidad: Mediterraneo y
Asia Central, Africa y Madagascar, China, Australia, Sudamérica y Norteamérica (incluido
Meéxico) (Martinez Gordillo et al., 2017).

Todas las Salvias estudiadas presentan una composicion quimica compleja con
abundantes metabolitos de naturaleza terpénica: monoterpenos y sesquiterpenos constitutivos
de sus aceites esenciales, diterpenos (carnosol, rosmanol, epirrosmanol, acido carnosico) y
triterpenos derivados del ursano y oleanano. Ademas, poseen abundantes compuestos
fenolicos: flavonoides con sustituyentes sobre el C-6 y acidos fendlicos, principalmente acido

rosmarinico (Cuevas Morales et al., 2022).

Salvia elegans Vahl

Nombres comunes

Hierba del burro, mirto de flor roja, mirto inglés, mirto mocho, salvia, toronjil de monte

Clasificacion taxondmica

La clasificacion taxondmica de la salvia elegans es la siguiente: (Salvia elegans Vahl, s/f)

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
. Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

° Género: Salvia

. Especie: Salvia elegans Vahl

Sinonimia cientifica: Salvia elegans ha sido descrita con diferentes nombres cientificos, entre
ellos Salvia camertonii Regel, Salvia incarnata Cav., Salvia microculis Pior, Salvia
microcalyx Scheele, Salvia rutilans Carriere, sin embargo, Salvia rutilans Carriére es el

sinonimo mas reportado en la literatura cientifica (Nicolescu et al., 2026).

Descripcion botanica

Planta herbacea o arbusto pequefio de 80 cm a 2m de altura; el tallo densamente velloso y
con pelos himedos en las partes mas jovenes. Sus hojas de color verde palido tienen forma
ovada poco puntiagudas, vellosas por ambas caras y con pelos himedos. Las flores son rojas

en forma de tubo que abre en 2 labios, uno mas grande que el otro (Gutiérrez Roman, 2021).
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Figura 3. Salvia Elegans colectada del cultivo controlado en el CIBIS- Xochitepec, Mor.
Foto tomada por Arlette Torres Figueroa

Ecologia
Es una especie dentro del género salvia que cuenta con la mayor distribucion en tipos de
vegetacion del tipo bosque de pino, bosque de pino-oyamel, bosque de pino-encino. presenta

un gran rango altitudinal que va desde los 2150 a los 3200 msnm (Bedolla Garcia, 2008).

Usos medicinales

Esta planta constituye una de las especies mas utilizadas en México para el tratamiento de
los “nervios” y el insomnio. Se prepara una infusion a partir de las hojas y flores de, S.
elegans, se administra por via oral. Las hojas y flores son comestibles. S. elegans se utiliza
ampliamente en la medicina tradicional mexicana, algunos ejemplos son:

Dolor de estobmago: en infusion de las hojas
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Insomnio: se coloca una rama fresca en la almohada o se toma en infusion elaborada de toda la
planta.

Golpes y edemas: Se hacen cataplasmas de la raiz y tallo machacados, para colocarse en la zona
afectada.

Aire: El mal de aire refiere a una enfermedad causada por entidades de energia negativa que causan
dolor intenso en el cuerpo, mareos y desmayos, llanto sin motivo, para lo cual, se hace infusiones
para tomarse o para bafarse.

Espanto: Se prepara en infusion.

Dolores después del parto y para bafiar a los nifios recién nacidos.

Esta planta constituye una de las especies mas utilizadas en México para el tratamiento de ansiedad
y el insomnio. Se prepara una infusion a partir de las hojas y flores de , se administra por via oral.

También ha sido utilizada para en decoccion para tratar hipertension arterial

Quimica y farmacologia reportadas

Se han identificado 28 componentes volatiles de S. elegans, entre los que predominan estan
los monoterpenos y sesquiterpenos (Herrera Ruiz et al., 2006). Estos metabolitos
secundarios, representados estructuralmente en la figura...x incluyen principalmente
terpenos y flavonoides, los cuales estan asociados a diversas actividades farmacoldgicas.
En este sentido, la composicion quimica de S. elegans se relaciona con su actividad bioldgica,
una de las cuales es la capacidad antioxidante, concretamente en la eliminacion de radicales
libres de DPPH, NO y 02, asi como tiene la capacidad de reducir Fe** en modelos in vitro,
estas propiedades se atribuyen a compuestos fenolicos y flavonoides, los cuales actian como
donadores de electrones, dando estabilidad quimica a los radicales libres (Pereira et al.,
2018).

Por otro lado, los efectos sobre el sistema nervioso central han sido evaluados en modelos
animales, como en un estudio realizado por Herrera-Ruiz et al., se investigd el efecto
ansiolitico de extractos de S. elegans mediante pruebas conductuales como el laberinto
elevado en cruz. Los resultados mostraron un efecto ansiolitico significativo en el extracto
hidroalcoholico, esto al haber un incremento del tiempo de permanencia y disminuir el
nimero de cruces, lo que sugiere una disminucion del comportamiento ansioso en los
animales. Este efecto podria deberse a la modulacion de neurotransmisores, asi como la

reduccion de la neuroinflamacion y estrés oxidante.
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También se han reportado efectos cardiovasculares. En estudios in vivo, extractos de S.
elegans han mostrado actividad antihipertensiva atribuida a la inhibiciéon de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) y a la modulacion del sistema Renina-angiotensina,
actuando como un agonista a la angiotensina II. II (Jiménez Ferrer et al., 2010; Gutiérrez
Roman, et al., 2022). Este efecto resulta relevante ya que la disfuncion vascular y la

hipertension, son factores de riesgo asociados a la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 4. Metabolitos secundarios identificados en Salvia elegans
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Existen compuestos identificados en Salvia elegans, aislados de otras especies vegetales que
presentan efectos antiinflamatorios, antioxidantes y reductores del estrés oxidante que
pudieran coadyubar en el tratamiento de la enfermedad de alzheimer.

Tabla 1. Antecedentes farmacologios de los compuestos aislados de S. elegans

Compuesto Actividad reportada Referencias
1. o-Amirina Inhibicion de actividad COX-2 y la e Romero Estrada A et al., 2022.
activacion de NF-kB.
induccion de traslocacion de GLUT4
mediada por AMPK y PPAR
2. B-Amirina No reportado e  Gonzalez Cortazar M. et al., 2013.
3. Acido 3,4- Inhibe contractilidad de la vejiga de e (Capasso R et al., 2004.
secoisopimar- rata, aumentando la produccion de
4(18), 7,15 - NO
trieno-3-oico
4. Acido ursolico Antioxidante: aumenta actividad e Gudoityte E. et al., 2021.
CAT, SOD, GSH.
Regulaciéon negativa de NF-kB
5. Acido oleanolico | Reducciéon de ROS intracelulares e Gudoityte E. et al., 2021.
invivo e invitro.
Activa GSH y SOD
6. Acido corosolico | Reduccién de expresion de COX2 e Gudoityte E. et al., 2021.
7. Acido maslinico Capacidad antioxidante en modelos in e  Mokhtari K. 2014.
vitro.
8. Eupatorina Citotoxicidad en células leucémicas e Estévez Sarmiento, S. 2016.
humanas.
9. 3’,5-dihidroxi-4’, | Trimetoxiflavonas: Efecto protector e Heo, H.J. etal., 2001.
7,8, contra estrés oxidante. e Kim,J. M. etal., 2009
metoxiflavona Inhibicion de los efectos inflamatorios
de la enterotoxina Bacteroides
fragilis.
10. Uvaol Inhibe produccién de NO. e Du,S.Y.etal, 2020.
Reduce la produccion de TNF-TNF-a,
IL-6, IL-1B y MCP-1 en el colén de
ratones con colitis.
11. Eritrodiol Actividad antioxidante e Fuente Ordofiez J. 2017.
12. Acido cafeico Inhibicion de lipooxigenasa. e Morones Alba, J. et al., 2016.
Disminucion de la migracion de
linfocitos.
13. Acido Propiedades  antiinflamatorias 'y e Baldasquin Céceres, B. 2013
rosmarinico antioxidantes inhibiendo la activacién
del complemento y actividad de COX-
2.
Inhibe lipooxigenasas.
Actividad antidepresiva en ratones. o (Gonzalez-Cortazar, M. et al., 2013.
14. Tsosakuranetin-5-
O-rutinosido
15. Neoeriocitrina Diferenciacion y proliferacion e Li L. Zeng, Z., Cai, G. 2011.
osteogénica.
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16.

Glucosido de
luteolina

No reportado

Gonzalez-Cortazar, M. et al., 2013.

17.

Isosakuranetina-
5-O-glucosil-
ramnosil-
glucédsido

Actividad antidepresiva

Gonzalez-Cortazar, M. et al., 2013.
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JUSTIFICACION

La EA tiene una alta incidencia a nivel mundial, se estima que se duplica la cifra cada 20
afos. Por lo tanto, la busqueda de alternativas terapéuticas para el desarrollo de nuevos
farmacos para tratar la enfermedad sigue en auge. Uno de los datos sobresalientes de este
padecimiento neuroldgico es la demencia que subyace y que lo posicionan como el nimero
uno en frecuencia, en todo el mundo. Los rasgos fisiopatologicos principales son la presencia
de placas B-A y de ovillos NFT, que como un ciclo vicioso generan dafio celular con estrés
oxidante y neuroinflamacion, provocando la neurodegeneracion. Dichos eventos producen
déficit cognitivo, principalmente pérdida de memoria y de las habilidades del lenguaje,
alteraciones de conducta y personalidad. Esto lleva a un excesivo desgaste, tanto para el
paciente como para los familiares, se prevé también que para el afio 2050 pase de 35.6
millones de personas con demencia, a aproximadamente 115.4 millones y que el 70% de los

pacientes se concentren en paises en vias de desarrollo, entre ellos México.

Actualmente, no existe algin tratamiento completamente eficaz contra la EA, los
medicamentos disponibles, contrarrestan algunos de los sintomas, pero estan acompanados
de diversos efectos colaterales. Por lo tanto, la blisqueda de alternativas terapéuticas
novedosas es necesario para el desarrollo de nuevos farmacos para tratar la enfermedad. Por
lo que en este proyecto se generan datos que aportan al conocimiento de un tratamiento,
basado en el estudio de plantas medicinales, con compuestos activos como prototipos o
potenciales fArmacos que coadyuven al tratamiento de los pacientes y con ello mejorar su

calidad de vida, asi como la de sus cuidadores.

Las plantas medicinales en el mundo representan un reservorio natural de posibles y
potentes nuevos tratamientos, para enfermedades cronico-degenerativas, como lo es la EA.
Especies del género Salvia, ampliamente distribuido en nuestro pais, han sido estudiadas
sobre parametros de dafio asociados a la inflamacion, el estrés oxidante y trastornos
psiquiatricos y neuroldgicos, lo que las hace susceptibles de ser seleccionadas en esta

busqueda.

Por lo que en el presente trabajo se propuso el estudio quimico y farmacoldgico de S.
elegans, mediante una estrategia experimental que incluye el analisis por diversas técnicas

cromatograficas y la aplicacion de un modelo farmacoldgico de Alzheimer experimental
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(AE) inducido por neuroinflamacion por la administracion de lipopolisacarido (LPS), en el
cual se midi¢6 el efecto de un extracto, fracciones y compuestos provenientes de la planta, a
través de cuantificar la memoria de los ratones con y sin tratamiento, la concentracion de

citocinas (inflamacion) y estrés oxidante.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cerebro de pacientes con esta enfermedad, asi como los modelos farmacologicos presentan
caracteristicas fisiopatoldgicas asociadas a la pérdida de memoria y aprendizaje, como son
la neuroinflamacion, que se observara como incremento de citocinas tipo TNF-a, IL-1J, e
IL-6, IL-12 e IL-17 con un decremento de aquellas moléculas que modulan la respuesta
inmune como la IL-10. Otro factor determinante en la progresion del dafo es el estrés
oxidante, que puede ser evaluado por la cuantificacion de 6xido nitrico (ON), en el cerebro

de ratones con EA experimental-inducido con LPS.

Por lo que las preguntas de investigacion que surgieron son, si los diferentes tratamientos

obtenidos de S. elegans (extractos, fracciones y compuestos):

1) ¢Podréan proteger a la BHE del dafio provocado por la neuroinflamacion inducida por
LPS?

2) (Seran capaces de actuar como nootropicos por mejorar la memoria de ratones con
AE?

3) (Actuaran como moduladores de la respuesta inmune, por provocar el decremento
cerebral y esplénico de las citocinas pro-inflamatorias e incrementa las anti-

inflamatorias?
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HIPOTESIS
Con base en los antecedentes farmacologicos del género Salvia y de la especie Salvia elegans,
esta sera capaz de disminuir la neuroinflamacion, actuar como mejorador de la memoria, en

un modelo de AE-inducido con LPS en ratones.

OBJETIVOS:
GENERAL

Evaluar el efecto de un extracto, fracciones y al menos un compuesto, obtenidos de Salvia
elegans, sobre la integridad de la BHE, la neuroinflamacién, el estrés oxidante, como

inhibidores de la acetilcolinesterasa y nootrdpicos en ratones con AE inducido con LPS.

PARTICULARES

Evaluar la capacidad neuroprotectora de extractos, fracciones y compuesto de Salvia elegans en
un ensayo de integridad de BHE, por el método de permeabilidad vascular con azul de Evans.
Evaluar el efecto del extracto, fracciones y compuestos de Salvia elegans sobre la memoria de los
ratones con AE-inducida con Lipopolisacéarido, usando la prueba de laberinto acuético de Morris
(LAM).

Medir el efecto inmunomodulador de extracto, fracciones y compuestos de S. elegans, a través de
la cuantificacion de citocinas pro- (IL-16, IL-1p, IL-12, IL-17 y TNF-a) y anti- inflamatoria (IL-
10) en cerebro y bazo de ratones con AE-inducida con LPS, usando la técnica de ELISA.

Llevar a cabo la cuantificacion de los compuestos aislados en el extracto y fracciones de S.

elegans, usando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion.
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MATERIAL Y METODOS

Quimica

Se colectd material vegetal de S. elegans de un cultivo en las instalaciones del CIBIS-IMSS,
Xochitepec Morelos. Se procedid a secarlo bajo condiciones de sombra y a temperatura
ambiente durante 9 dias. Se pulverizo usando un molino industrial con un tamiz de entre 4 y
6 mm.

Se utilizé un método por maceracion en un sistema hidroalcohoélico (60% etanol, 40%
agua), en un contenedor de 20L. Se dej6 en reposo por 36 h hasta su
filtracion. Posteriormente, se concentré en un rota-evaporador hasta reducir su volumen, al
60%, para obtener una fase acuosa. Se realizé por duplicado.

Como paso siguiente, se usd una extraccion liquido-liquido con la fase acuosa y
acetato de etilo para obtener una biparticion molecular. La fase acetato de etilo se llevo a
sequedad con ayuda de un rota-evaporador, por triplicado. La fase acuosa nuevamente se
sometié a extraccion liquido-liquido con n-butanol, que se concentr6 hasta reducir su
volumen.

Se elaboraron cromatografias en capa fina (CCF) para verificar similitud entre las
fracciones butanolica (SeBuOH), acuosa (SeFA), acetato de etilo (FACoEt) con el extracto
hidroalcoholico (EHA). Se procedid a unir las fracciones derivadas del butanol y
posteriormente se llevaron a adsorcion en silice fase normal. Se realizo una cromatografia en
columna de la fraccion butanodlica en fase normal, de donde se obtuvieron 9 reuniones. Se
eligi6 a la reunion 6 para realizarse una segunda cromatografia en columna, en fase reversa
de la que se obtuvieron 13 fracciones.

Por otro lado, con la fraccion FACOEL, se realizo una cromatografia en columna en
fase normal con 20 g de muestra. Se utilizd fase normal para la fase estacionaria y se eluyo
en fase movil en orden creciente de polaridad. Se obtuvieron 26 fracciones, de las cuales el
EHA, FAcOEt, y las reuniones 5, 6, 13, 16 y 21, fueron analizadas por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), en un equipo con médulo de separacion: Waters alliance 2695 y
con detector de arreglo de fotodiodos: Waters 2996. Se utiliz6 una columna fase reversa, RP-
18 de 250 x 4.6 mm con tamafio de particula de 5 um. La fase movil fue con agua:acetonitrilo

en orden decreciente de polaridad. Las muestras se analizaron a 500 pg/mL.
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Farmacologia

Animales de experimentacion.

Se utilizaron ratones macho de la cepa CF1, con un rango de peso entre 28 a'y 30g,agrupados
al azar con una n de 8 y mantenidos en condiciones controladas de 12h de luz y 12 horas de

oscuridad, temperatura 24°C, con agua y alimento ad libitum.

Su manipulacion se llevd a cabo bajo las especificaciones técnicas y €ticas de la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales en laboratorio).

Ensayos farmacologicos

Permeabilidad vascular, ensayo de azul de Evans.

Se establecen los grupos de estudio los cuales fueron extracto hidroalcohodlico (EHA),

fraccion acetato de etilo (FAcOEt), reunion 5,6,13, 21. Cuadro 3.

El tratamiento propuesto se administra durante 4 dias, el dia final se aplica aunado
Lipopolisacarido (LPS) Smg/kg intraperitoneal. Cuatro horas posteriores se inyecta el

colorante azul de Evans via intravenosa, preparado previamente al 0.5% en PBS.

Transcurrida media hora se sacrifica al animal de experimentacion mediante una sobredosis

de pentobarbital a 100mg/kg, via intraperitoneal -i.p.-.

Se extraen bazo y cerebro, se colocan por unidad en tubos de microcentrifuga marca
Eppendorff, Alemania con 500uL de formamida, se dejan incubando en un bafio de agua a
55°C, durante 24h. Trascurrido este tiempo se centrifugan a 14,000 rpm durante 10 minutos.
Posteriormente se colocan 200uL en una placa de pozos y se lee la absorbancia en un

espectrofotdmetro en una longitud de onda de 610nm.

Se cuantificé utilizando la féormula de Lambeer beer: A=ecl
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Tabla 2. Tratamientos de permeabilidad de azul de Evans

Grupo Tratamiento Dosis
Control Basal (Ba) Tween 20 al 2%
Vehiculo (VEH) Tween 20 al 2%+ LPS Smg/kg
Todos los grupos  experimentales
recibieron también LPS:
Extracto hidroalcohdlico (EHA) 100mg/kg
Experimental Fraccion acetato de etilo (FACoEt) 100mg/kg
Reunioén 5 (RS) 50mg/kg
Reunion 6 (R6) 50mg/kg
Reunion 13 (R13) 50mg/kg
Reunion 21 (R21) 50mg/kg

( NOM-062-Z00-1999 )

( Ratones Macho, CF1(30-35g) )

n=5

Figura 5. Diagrama de ensayo de permeabilidad vascular.
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Alzheimer experimental (AE) inducido con LPS.

Se establecieron los grupos de estudio con una n=5:

1.
2.

Grupo basal: Ratones sin dafio. Vehiculo Tween 20 al 1%. Via oral -v.o.-.

Grupo vehiculo (control -): ratones con dafio inducido con LPS intraperitoneal (i.p.)
y con Vehiculo: Tween 20 al 1%, v.o.

Grupo control (control 1): Ratones con dafio. Tratamiento Galantamina 2mg/kg, v.o.
Grupo control (control 2): Ratones con LPS i.p. Tratamiento Meloxicam 5mg/kg,
v.0..

Grupo experimental: Ratones con LPS i.p. Tratamiento Extracto EHA a 100 mg/kg
Vv.0..

Grupo experimental: Ratones con LPS i.p. Tratamiento Fraccion FAcOEt a 50 mg/kg,
Vv.0.

Grupo experimental: Ratones con LPS i.p. Tratamiento con la reunion (R.) mas activa
derivada de FAcOEt (R-5) a 25 mg/kg, v.o.

Grupo experimental: ratones con LPS i.p. Tratamiento Compuesto acido rosmarinico
(AR) (el cual como se vera en los resultados resulto estar puro en la R-13) a 1 mg/kg,

Vv.0.

Posterior a la formacion de grupos, se procede a la administracion sistémica

intraperitoneal de lipopolisacarido (LPS) 12.5ug/Kg, durante 7 dias, exceptuando el grupo

basal. Durante los siguientes 7 dias se administra a cada animal el tratamiento

correspondiente.

El ultimo dia del experimento, los ratones son administrados por octava y tltima ocasion con

LPS i.p., 4 horas antes del sacrificio. Durante los ultimos 5 dias de experimentacion, los

animales son entrenados en el laberinto acuatico de Morris (LAM) para la evaluacion de la

memoria.

En el ultimo dia, se hace el sacrificio de los animales con sobredosis de pentobarbital sodico

(100 mg/kg, i.p.), para posterior colecta de muestras biologicas: cerebro y bazo.

Homogenizacion del tejido.
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El tejido se homogenizara en solucion TRIS-HCI 10mM, pH 7.4, 200 mM de manitol, 50
mM de sacarosa y 1| mM de EDTA 0.01 phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (Okado-

Matsumoto, 2001). Se centrifugo6 a 14,000 rmp a una temperatura de 5°C, durante 11 minutos.

Laberinto acuatico de Morris (LAM)

Consiste en un estanque circular que se divide en cuatro cuadrantes. En uno de los
cuales se oculta una plataforma bajo el agua que el animal no puede ver y que funciona como
sitio de escape , ya que el animal se puede parar en ella y quedar sobre el nivel del agua. En
este ensayo se mide el tiempo en que el animal tarda en encontrar la plataforma. Un dia
después, se remueve la plataforma y se mide el tiempo en que el animal se mantiene en cada
uno de los cuadrantes. En esta segunda fase, si la informacion fue almacenada, se espera que
los individuos pasen la mayor parte del tiempo en el cuadrante donde se encontraba la

plataforma (Salas-Castillo, 2013)

Los ratones se entrenan para localizar la plataforma oculta dentro de la piscina, durante
4 sesiones, durante 4 dias consecutivos. En el dia nimero 5, la plataforma se retira de la
piscina y cada animal es evaluado en la sesion de prueba, por 60 segundos. Se registraran los

siguientes parametros:

e El tiempo de nado promedio (s) hasta llegar a la plataforma.

e FEl tiempo de nado promedio (s) de permanencia en el cuadrante contrario a la

plataforma.

Cuantificacion de citocinas por ELISA
Se utilizaran kits para la deteccion de IL-12, IL-17, IL-6 IL-1f y TNF-a, IL-10, TNF a, segin
las instrucciones descritas por los proveedores (PONER EL FABRICANTE Y EL PAIS).

Se realizan ensayos de ELISA con la técnica de sandwich, en una placa de 96 pozos de fondo
plano. Las microplacas se cubren 18 horas a 4 °C con los anticuerpos de captura para
citocinas. Las placas se lavaran 3 veces con PBS-Tween 20 (0.05 %) y se bloquen por 30

minutos a temperatura ambiente con PBS-BSA 2 %, se lavan 3 veces mas.
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Posteriormente, las placas se incuban por otras 18 horas con los anticuerpos estandares o con
los sueros diluidos 1:2 en PBS-Tween 20 (0.05 %) -BSA 0.5 % a 4 °C. A continuacion, se
lavan 3 veces y se incuban con los anticuerpos de deteccion correspondientes, por 18 horas
a 4°C. Los anticuerpos unidos se detectaran con el conjugado de estreptoavidina fosfatasa
diluido 1:3000 (Zymed Laboratories, San Francisco CA) y la para-nitrofenilfosfato como
sustrato (Sigma, St Louis, Mo). La lectura de densidad optica se realiza después de unos 30

a 60 minutos de incubacidn en un lector de ELISA a 405 nm.

Analisis estadistico

El andlisis de los datos se llevara a cabo con el paquete estadistico SPSS, y se realizara un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, con una post-prueba de Bonferroni
(comparaciones multiples), haciendo énfasis en la diferencia entre el grupo VEH (dafio) con
todos los demas, con un nivel de significancia de *p <0.05. Las graficas representaran

promedio de n=5 +DE.
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RESULTADOS

Fitoquimica

Extracto Hidroalcoholico:

A continuacidén, se muestran placas de cromatografia en capa fina del extracto

hidroalcoholico, fraccion acetato de etilo, fracciones butandlicas y fraccidon acuosa.

Figura 6. Cromatografia en capa fina fase reversa, sistema 5:5 Agua:Acetonitrilo. A=Fase
acuosa, B=Butanol, C=Butanol, D=Butanol, E=F. acetato, R=Extracto hidroalcohdlico.

De la primera columna de fraccion butanolica se obtuvieron 9 reuniones.

123 45R6 7 89

Figura 7. Cromatografia en capa fina de las reuniones 1-9 de la columna de F. butanol.
Sistema 7:3 Agua:acetonitrilo.

Se decidi6 hacer cromatografia en capa fina de las fracciones 1-4 debido a que no tuvo una

buena separacion en un sistema de fase reversa.
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Figura 8. Cromatografia en capa fina de las reuniones 1-4 con una R= referencia EHA.
Sistema de elucion 95:5 diclorometano:metanol

Se eligio la reunion (R) seis por tener tres bandas de absorcion. Por lo que se realizd una
columna fase reversa, utilizando sistemas de Agua:acetonitrilo, disminuyendo la polaridad.
De la cromatografia en columna de fraccion 6, resultaron 13 fracciones de las cuales se

muestran las imagenes a continuacion.

1234567 8910111213/12 834 5 6 78 910111213

Figura 9. Cromatografias de las reuniones de 1-13.

Por otra parte, el fraccionamiento de la Fraccion acetato de etilo (ACoEt) se realiz6 en una
columna fase normal utilizando sistemas de elucidon dicloro: metanol en orden creciente de

polaridad. Se obtuvieron 26 reuniones de las cuales se muestran a continuacion.
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Figura 10. Cromatografia en capa fina de las reuniones 1-8 , de la columna F. ACoEt.
Sistema de elucion: 5:5 hexano:acetato de etilo. R= ACoEt, Ru=Rutina, Ha= Extracto
hidroalcohdlico.

Las siguientes reuniones de la 8- 17, son més polares por lo que se plaquearon en fase reversa,

en sistema 6:4 agua: acetonitrilo.

Figura 11. Cromatografia en capa fina de las reuniones 8-17. Sistema de elucion fase
reversa 6:4 Agua:Acetonitrilo. observado en onda cortay onda larga asi como con revelador
de flavonoides visto al UV.

Se muestran a continuacion los revelados con sulfato Sérico y con revelador de Flavonoides.

8 910 111213141516 17 R Ru EH 8 910 111213141516 17 R Ru EH

Figura 12. Cromatografias de las reuniones 8-17, revelado con sulfato sérico y revelador
de flavonoides.

Las fracciones siguientes fueron plaqueadas y observadas en luz UV en onda corta, larga y
posteriormente observada a luz UV con revelador de flavonoides.
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Figura 13. Cromatografia en capa fina de las reuniones 18-26 de la columna F. acetato de
etilo , asi como R= fraccion de ACoEt, Ru= rutina, HA= extracto hidroalcohdlico. Se
muestran también con revelador de flavonoides observado a luz UV en onda corta y larga.

Se reunieron por similitud las reuniones 6 a9, 13 a 15, 16 al7 y 21 a 22.

Se eligieron para analizar en HPLC el extracto hidroalcohdlico, la fraccion acetato de etilo,
asi como las reuniones 5,6,13,16,21, cuyas placas cromatograficas y cromatogramas se
muestran a continuacion.

9000 09 =
56 1316 21 A EHAFRS' 6 1316 21 A'EHA 5 6 1316 21 A EHA 316 21 A EHA

Figura 14. Cromatografias en capa fina de columna fraccion acetato de etilo, fase reversa
en un sistema 6:4 agua:acetonitrilo. Reuniones 5,6, 13, 16, 21. A= Fraccion acetato de
etilo, EHA= extracto hidroalcohdlico.

Extracto hidroalcohélico de S. elegans
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Reunién 5 de la columna F. acetato de etilo. A 280nm
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Figura 21. Cromatograma de la reunion 5 de la comulna FAcOEt. 1 280nm
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Reunién 6 de la columna F. acetato de etilo. A 330nm
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Reunién 6 de la columna F. acetato de etilo. A 345nm
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Figura 25. Cromatograma de la reunion 6 de columna FAcOEt, observado a A345 nm.
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Reunién 13 de la columna F. acetato de etilo.
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Figura 27. Cromatograma de la reunion 13 de la columna F. acetato de etilo.
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Reunién 16 de la columna F. acetato de etilo.
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Figura 29. Cromatograma de la reun
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Figura 30. Espectros uv de la reunion 16 de la columna F. acetato de etilo.

Reunién 21 de la columna F. acetato de etilo.
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Figura 31. Cromatograma de la reunion 21 de la columna F.acetato de etilo.
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Figura 32. Espectros uv de la reunion 21 de la columna F. acetato de etilo. 10.7 rutina,

10.8 glucosido de quercetina, 12.3 rosmarinico.

Se estandariz6 cada uno de los tratamientos propuestos con respecto a AR. Por lo que se

genera la siguiente tabla.

Tabla 3. Estandarizacion de los tratamientos propuestos con respecto a AR

Muestra ug RA /mg Exto
AcOEt 90.19
R5 4.98
R13 48.09
R21 354.00
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Farmacologia

Evaluacion de la permeabilidad vascular.

En la Figura 33, se presenta el efecto de los tratamientos de S. elegans en cerebro de ratones
que recibieron LPS. Se puede observar que el grupo que no recibid este detritus bacteriano
(BASAL) tiene niveles de colorante significativamente menores a los de grupo de dao (VEH
con LPS, *p <0.05). Todos los tratamientos derivados de S. elegans, provocaron una
disminucion significativa en la concentracion de azul de Evans, cuando fueron comparados
con el VEH (*p <0.05).

El andlisis de la extravasacion en el bazo indic6 una diferencia estadistica entre el grupo
BASAL y el VEH, observandose en el primero concentraciones menores que en el segundo
(*p <0.05). En este 6rgano, s6lo R-5 y R-13 fueron capaces de disminuir la extravasacion del
colorante azul de Evans, en comparacion con el VEH (*p <0.05), los demas tratamientos

fueron estadisticamente iguales a este grupo (*p >0.05).
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Figura 33. Efecto de EHA (extracto hidroalcohdlico), FAcOEt (fraccion de acetato de etilo),
reuniones cromatogrdficas derivadas de FAcOEt: R5, R6, R13 y R21 de Salvia elegans,
sobre la permeabilidad vascular cerebral, de ratones con LPS. VEH= vehiculo, Tween20 al
1%. ANOVA post prueba Bonferroni (n=5, X + DE), *p<0.05 cuando se compara con VEH
y #p p<0.05 cuando se compara con BASAL.
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Figura 34. Efecto de SeHA (extracto hidroalcohdlico), FAcCOEt (fraccion de acetato de
etilo); reuniones cromatograficas derivadas de FAcOEt: RS, R6, R13 y R21 de Salvia
elegans, sobre la permeabilidad vascular en bazo de ratones con LPS. VEH= vehiculo,

Tween20 al 1%. ANOVA post prueba Bonferroni (n=5, X £ DE), *p<0.05 cuando se
compara con VEH y #p p<0.05 cuando se compara con BASAL.

Evaluacion de Salvia elegans en Laberinto Acuatico de Morris

En la Figura 35 y 36 se presenta el efecto de los tratamientos de S. elegans en un modelo de
Alzheimer experimental en ratones que fueron inducidos con neuroinflamacion con LPS. En
la grafica 3, se puede observar que el grupo Basal presenta una latencia de llegada a la zona
donde se encontraba la plataforma, en el LAM, significativamente menor que el grupo de
dafio o Vehiculo (*p <0.05). En la misma grafica se puede observar que los animales de los
grupos tratados con Don, Melox, SeAcOEt, R5 y AR, presentaron latencias de llegada que
resultaron significativamente menores que el grupo Veh (*p <0.05) e iguales al grupo basal
(p >0.05) En este mismo ensayo, se cuantifico el tiempo de llegada a la Zona Lejana a donde

se encontraba la plataforma, que fue el cuadrante contrario (Figura 36).
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Los animales del grupo Basal, Don y SeAcOEt, mostraron un tiempo en la Zona Alejada,
significativamente menor que el grupo Veh (*p <0.05), mientras que Melox, RS y AR, no

fueron diferentes a dicho grupo, pero tampoco al Basal (p >0.05).
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Figura 35 . Efecto de FAcOEt (fraccion de acetato de etilo), RS, y AR de Salvia elegans,
sobre la latencia de llegada a la zona de la plataforma de ratones con AE inducidos con
LPS, en el laberinto acuatico de Morris. LEM. VEH= vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo
(Don) 2mg/kg, Meloxicam (Melox) 5mg/kg. N=5

También se presenta el tiempo de permanencia en la zona lejana. (Cuadrante contrario al de
la plataforma.
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Figura 36. Efecto de FAcOEt (fraccion de acetato de etilo), RS, y AR de Salvia elegans,
sobre la memoria y aprendizaje de ratones inducidos a neuroinflamacion con LPS, en
VEH= vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam S5mg/kg. Se cuantifica el
tiempo de permanencia en la zona lejana.

Efecto de Salvia elegans sobre la concentracion de IL-1f en cerebro y bazo

Los animales del grupo Basal y aquellos de los grupos que recibieron Mel, SeAcOEt y AR
presentaron concentraciones cerebrales de la citocina IL-1f menores que el grupo Veh, los
datos muestran diferencia estadistica cuando son comparados con el grupo de dafio (Figura
37, *p <0.05). Aunque los ratones que recibieron Don a 2 mg/kg muestran una tendencia a
disminuir este marcador pro-inflamatorio, los valores no fueron significativos en

comparacion con Veh, al igual que con la reunion RS (Figura 37, p >0.05).
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Figura 37. Cuantificacion de IL-15 en cerebro de ratones inducidos con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam S5mg/kg, tratamientos propuestos:
FAcOEt (25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05. (x4 DE;n = 3).

En la Figura 38 puede observarse la concentracion de IL-1p en el bazo de ratones con
Alzheimer experimental. El grupo Basal y los ratones con alguno de los tratamientos con
Don, Melox, SeAcOEt, tuvieron valores significativamente menores que el grupo Veh (*p
<0.05). El AR a 5 mg/kg, no induce cambios significativos, aunque se observa una tendencia

a provocar una disminucion de IL-1.
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Figura 38. Cuantificacion de IL-1f En bazo de ratones inducidos con LPS. VEH= vehiculo,
Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, tratamientos propuestos: FAcOEt
(25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (Smg/kg). T-student *p<0.05 (x;DE;n = 3).

Efecto de Salvia elegans sobre la concentracion de IL-6 en cerebro y bazo

La citocina IL-6 se increment6 en el cerebro de ratones que pertenecian al grupo con
AE (Veh) en comparacion con aquellos del grupo Basal (Figura 39, *p <0.05). Al comparar
los datos de la concentracidén de este marcador en el cerebro de animales que recibieron los
tratamientos con Don y Melox, pero también con SeAcOEt, R5 y RA, se pudo observar una
disminucion estadisticamente diferente con el Veh (Figura 39, *» <0.05). Esta misma
molécula, pero en el bazo mostrdé un comportamiento similar, en el que los grupos Basal,
Don, Melox, SeAcOEt y RA tuvieron una concentracioén de IL-6 menor que el Veh (Figura

40, *p <0.05) y solo la RS no fue diferente al grupo de comparacion (Veh, p >0.05).
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Figura 39 Cuantificacion de IL-6 En cerebro de ratones inducidos con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam Smg/kg, tratamientos propuestos:
FAcOEt (25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (X, DE;n = 3).
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Figura 40. Cuantificacion de IL-6 En bazo de ratones inducidos con LPS. VEH= vehiculo,
Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, tratamientos propuestos: F AcOEt
(25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (Smg/kg). T-student *p<0.05 (x;DE;n = 3).
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Efecto de Salvia elegans sobre la concentracion de IL-12 en cerebro y bazo

En la Figura 41, se presentan los datos promedios de la concentracion de IL-12 en cerebro
de ratones con AE. Se puede observar que los niveles de esta molécula en el grupo Basal es
de 3090.79 pg/mL, el cual es un valor significativamente menor que el Veh (*p <0.05). Los
animales que recibieron Don, Mel, FAcOEt, R5 y RA mostraron una disminucion

significativa en comparacion con el grupo de dafio (Veh, *p <0.05).

Los niveles de IL-12 en el bazo de animales con AE, son mostrados en la Figura 42. Se
muestra que la concentracion de esta interleucina es estadisticamente diferente entre los
grupos Basal y Veh, en este ultimo es mayor (*p <0.05). Los grupos que recibieron el control
Don y los tratamientos experimentales mostraron una disminucion significativa de esta
variable, al compararse con el Veh (*p <0.05), s6lo los ratones del grupo de Mel son iguales

al Veh (p >0.05).
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Figura 41. Concentracion de IL-12 en cerebro de ratones con AE inducido con LPS. VEH=

vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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Figura 42. Concentracion de IL-12 en bazo de ratones con AE inducido con LPS. VEH=

vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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Efecto de S. elegans sobre la concentracion de IL-17 en cerebro y bazo

Otra de las citocinas pro-inflamatorias evaluadas, la IL-17 fue medida en el cerebro
de ratones (Figura 43) y se puede apreciar que en el grupo Veh la concentracion es
significativamente mayor que en grupo Basal (*p <0.05). Para este parametro, solo los
tratamientos con Mel y con RA fueron capaces de disminuir estadisticamente los valores
respecto al Veh (*p <0.05), mientras que la fraccion SeAcOEt muestra una tendencia pero
que no es diferente a grupo de dafio; tampoco el grupo RS muestra cambios.

En el bazo (Figura 44), la concentracion de IL-17 en el grupo Basal es significativamente
menor que el Veh (*p <0.05). Todos los grupos con tratamiento, con excepcion de Mel,
también presentan una disminucion en los niveles de esta interleucina, cuando son

comparados con el Veh (*p <0.05).
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Figura 43. Concentracion de IL-17 en cerebro de ratones con AE inducido con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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Figura 44. Concentracion de IL-17 en bazo de ratones con AE inducido con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).

Efecto de S. elegans sobre la concentracion de TNF-o. en cerebro y bazo

En la Figura 45, se observa que la concentracion cerebral de TNF-a, es

significativamente menor en el grupo Basal en comparacioén con el Veh (*p <0.05). Mel,
FAcOEt y RA son capaces de disminuir los niveles de esta citocina pro-inflamatoria con
respecto a los valores del grupo Veh (*p <0.05).
En el bazo de ratones con AE, se puede observar que también la concentracion de TNF-a,
son estadisticamente mayores que los del grupo Basal (Figura 46, *p <0.05), mientras que
los ratones que reciben Mel, SeAcOEt, RS y AR mantienen unos niveles menores al del Veh
(Grafica 14, *p <0.05)
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Figura 45. Concentracion de TNF-oen cerebro de ratones con AE inducido con LPS. VEH=

vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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Figura 46. Concentracion de TNF-o. en bazo de ratones con AE inducido con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, FAcOEt (25mg/kg),
R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).

Efecto de S. elegans sobre la concentracion IL-10 en cerebro y bazo

La molécula IL-10 en cerebro de ratones con AE fue significativamente menor que
los niveles mostrados para el Veh (Figura 47, *p <0.05). Se observa también en la grafica
15, que el tratamiento de los ratones con Don, Mel, FAcOEt, R5 y RA contrarrestan el
efecto del LPS y provocan un incremento significativo de esta citocina anti-inflamatoria (*p
<0.05).

En el bazo se presenta una situacion similar, en la que los niveles de IL-10 en los grupos
Basal, Don, Mel, FAcOEt, RS y RA son mayores que en el Veh y los datos son

estadisticamente diferentes a este tltimo grupo (Figura 48, *p <0.05).
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Figura 47. Cuantificacion de IL-10 En cerebro de ratones inducidos con LPS. VEH=
vehiculo, Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam Smg/kg, tratamientos propuestos:
Fraccion AcOEt (25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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Figura 48. Cuantificacion de IL-10 En bazo de ratones inducidos con LPS. VEH= vehiculo,
Tween20 al 1%, Donepezilo 2mg/kg, Meloxicam 5mg/kg, tratamientos propuestos: FAcOEt
(25mg/kg), R5(25mg/kg) y AR (5mg/kg). T-student *p<0.05 (x _+ DE;n=3).
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DISCUSION

Salvia elegans Vahl, es una especie medicinal que ha sido descrita en la Medicina
tradicional mexicana como util para el tratamiento de padecimientos que afectan, entre otros,
al SNC y que tienen un fondo inflamatorio. Farmacoldgicamente, se ha descrito que el
extracto hidroalcoholico es ansiolitico y antidepresivo, cuando se administra a ratones
expuestos a pruebas conductuales (Herrera-Ruiz et al., 2006). Recientemente, en el ano 2024
se publicd que el extracto SeHA y tratamientos derivados de la sub-fraccion SeAcOEt son
capaces de ejercer un efecto neuroinmunomodulador por modificar la concentracion cerebral
y en otros 6rganos como bazo y rifiones, de las citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, and IL-10 in y
antidepresivo sobre ratones con Sindrome metabdlico inducido con dieta hipercalorica.
(Martinez-Hernandez et al., 2024).

Por otro lado, en el 2000 se evalud el extracto etanolico de varias especies de plantas,
entre ellas S. elegans, con la finalidad de determinar su capacidad de desplazar [*H]-(N)-
nicotina 'y [*H]-(N)-escopolamina de los receptores nicotinicos y muscarinicos,
respectivamente, en homogeneizados de membranas de células de la corteza cerebral
humana. Los extractos se clasificaron como los mas activos a concentraciones de Clso de <1
mg/ml. De los resultados destaca que S. elegans presentd el mayor valor desplazamiento de
[*H]-(N)-escopolamina (Wake et al., 2000). La escopolamina, también conocida como
hioscina, es un alcaloide tropanico y un antagonista muscarinico no selectivo. Actiia, como
inhibidor en los receptores colinérgicos muscarinicos del sistema nervioso parasimpatico.
Los receptores colinérgicos muscarinicos reconocen el neurotransmisor acetilcolina (ACh).
Escopolamina produce efectos amnésicos, es util como herramienta farmacologica como un
modelo para inducir empeoramiento de la memoria, que como se sabe es el sintoma crucial
en la EA (Miravalles et al., 2025).

Esta referencia, junto con las evidencias de los efectos que S. elegans tiene sobre SNC,
llevaron a proponer que la planta pudiera tener efecto sobre una de los principales trastornos
neuroldgicos que afectan al ser humano y que causan un impacto potencial en la calidad de
vida de las personas que la padecen y en sus cuidadores, la Enfermedad de Alzheimer. Por

lo que en este trabajo se utilizo el modelo experimental de induccion de la EA, a través de
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provocar neuroinflamacion con LPS en ratones, con el objetivo de determinar el efecto
nootropico e inmuoregulador de la planta.

Se llevo a cabo una separacion quimica del extracto SeHA, éste y sus productos
fueron probados en un ensayo de permeabilidad vascular inducido con una dosis elevada de
LPS. El dafio en la barrera hematoencefalica fue medido a través de la difusion o
extravasacion de proteinas, las cuales fueron cuantificadas por su capacidad de unién al
colorante azul de Evans y que atraviesa la vasculatura. Es un colorante bioldgico y agente de
diagnoéstico que ha sido usado desde 1914 debido a su alta solubilidad en agua y su lenta
excrecion, asi como a su fuerte union a la alblimina sérica, es utilizado ampliamente en
biomedicina, incluido su uso para estimar el volumen sanguineo y la permeabilidad vascular,
detectar ganglios linfaticos y localizar lesiones tumorales (Yao et al., 2018).

El incremento en la concentracion cerebral del colorante, la medida de dafio en la
BHE, fue contrarrestado por la administracion oral del MEL, un antiinflamatorio no-
esteroidal. Una actividad que ya habia sido mostrada en otros modelos de dafio, por ejemplo
en ratas Sprague-Dawley sometidas a una lesion cerebral traumatica, lo que les provocod un
aumento significativo del contenido hidrico cerebral e incremento en la extravasacion de
proteinas en la BHE, ambos eventos fueron bloqueados por la administracion intraperitoneal
2 mg/kg de MEL (Hakan et al., 2010).

En este mismo ensayo la administracion de los productos derivados de S. elegans, y
que tienen diferente contenido metabolico, indica que el EHA (100 mg/kg), la fraccion
AcOEt (50 mg/kg) y las reuniones (25 mg/kg) RS, R6, R13 y R21 fueron capaces de proteger
la BHE ya que todos ellos disminuyeron la permeabilidad vascular.

Estos tratamientos fueron quimicamente caracterizados y se determino la riqueza metabodlica
de EHA, que conforme se va sometiendo al proceso de separacion en columna, se van
obteniendo productos diferenciados por su contenido de compuestos. Asi, FAcCOEt es un
tratamiento que presenta un perfil de terpenos, flavonoides y compuestos tipo acidos
fenolicos. Se observd por HPLC, que EHA contiene 6-hidroxi-luteolina (flavonoide),
FACoEt con un alto contenido de acido rosmarinico (AR), en R5 predomina la 6
hidroxiluteolina-O-metoxilada asi como  metoxiluteolina,  metoxiapigenina y

dimetoxiapigenina, en R6 los compuestos 6-hidroxiluteolina y 6-hidroxiluteolina-O-
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metoxilada, R13 es el AR aislado y en R21 se tiene una mezcla de AR con glucésido de
quercetina y rutina.

Por ejemplo, para los derivados de luteolina no existen datos en la literatura, sobre su accion
protectora de la vasculatura y a pesar de que tampoco este precursor a sido evaluado en un
modelo de dafio cerebral que dafie la BHE, existen algunas evidencias que muestran que
protege de la extravasacion a otros niveles. Por ejemplo, se mostr6 que la luteolina es capaz
de proteger de la inflamacion y de la exudacion azul de Evans en la pata de ratones de forma
dosis-dependiente (Hao et al., 2022). En el caso del AR, rutina y quercetina, no se
encontraron datos de sus acciones como protectores de la BHE, usando ensayos de
extravasacion celular.

Los compuestos principales de los diferentes tratamientos utilizados son
principalmente flavonoides, terpenos y compuestos fendlicos. De éstos, RA (R-13, R-17) fue
capaz de proteger significativamente a los ratones de la extravasacion, lo que es indicativo
de un efecto neuroprotector al disminuir el daio provocado sobre la permeabilidad de la
BHE. Este hallazgo es relevante, debido a que dicho compuesto puede resultar un farmaco
util durante eventos de neuroinflamacion asociado a una gran variedad de enfermedades
neuroldgicas, como la EA. También R-5, constituido principalmente por derivados hidroxi o
metilados de luteolina (LUT, flavonoide), también resultaron ser neuroprotectores de la BHE.
En un estudio reciente, usando el modelo de raton fototromboético, se midid como este
flavonoide tiene impacto sobre la permeabilidad de la BHE reduciendo la fuga de azul de
Evans, reduce el contenido de agua, los autores sugieren que la LUT actia como
neuroprotector al mejorar la condicién de la BHE después de un accidente cerebrovascular
isquémico (Li et al., 2026).

De acuerdo con el analisis cromatografico realizado y los espectros UV, RS mostro la
presencia de compuestos con tiempos de retencion tardios y perfiles de absorcion UV
caracteristicos de flavonas, sugiriendo la presencia de derivados metoxilados de luteolina y
apigenina. La presencia de este tipo de metabolitos es congruente con la menor polaridad
observada para esta fraccion, lo que coincide con lo reportado para flavonas metoxiladas
aisladas de S. elegans. como Eupatorina y 3',5-Dihidroxi-4’,7,8-trimetoxiflavona,

reportadas en esta especie (Gutiérrez-Roman et al., 2021).
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Luteolina y sus derivados han mostrado una importante actividad neuroprotectora en
diversos modelos experimentales. Estudios recientes han demostrado que este flavonoide
tiene efectos antioxidantes y antiinflamatorios a nivel del sistema nervioso central, ya que
modula la activacién de microglia y astrocitos, esto lo realiza disminuyendo la produccion
de citocinas proinflamatorias, mediante la regulacion de vias de sefializacion como NF-«xB,

MAPK (Jayawickreme et al., 2024).

También se ha descrito que la Apigenina ejerce efectos neuroprotectores en diferentes
niveles, por ejemplo, en células SH-SYSY expuestas a condiciones que simulan enfermedad
de Alzheimer, este flavonoide disminuyo la actividad de caspasas 3/7, reduciendo procesos
apoptoticos y favoreciendo la supervivencia celular (Dourado et al., 2020). También se ha
reportado que la administracion crénica de apigenina mejora procesos de aprendizaje y
memoria en distintos modelos animales. En modelos murinos transgénicos de enfermedad de
Alzheimer (APP/PS1), el tratamiento cronico con este flavonoide mejord el desempefio en
pruebas de memoria espacial, como el laberinto acuatico de Morris, ademés de reducir la

acumulacion de depdsitos fibrilares de f-amiloide (Zhao et al., 2013).

La presencia de metabolitos derivados de luteolina y apigenina en R5 podrian contribuir en
los efectos observados sobre la integridad de la barrera hematoencefalica y la modulacion de
procesos inflamatorios. Es importante senalar que la metoxilacion de flavonoides incrementa

su lipofilicidad, lo que podria favorecer su acceso al SNC logrando asi su actividad biologica.

Los primeros resultados de este estudio permitieron seleccionar los tratamientos a
utilizar en el modelo experimental de la EA, utilizando también LPS. Ha sido descrito
ampliamente que la administracion de componente clave de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas actiia sobre los receptor tipo TLR4 (Receptor tipo Toll 4, tipo
principal de receptores de reconocimiento a patrones), induce demencia tipo Alzheimer,
debido a que provoca la presencia en corteza e hipocampo de conglomerados tipo beta-
amiloide, caracteristica patologica de dicho trastorno neurologico; promueve la
neuroinflamacion y el estrés oxidante (Medrano-Jiménez et al., 2019).

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que el LPS provocéd deterioro

cognitivo. Para ello se midié la memoria, utilizando el dispositivo de laberinto acuatico de
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Morris (LAM), este es una prueba de aprendizaje espacial para roedores que se basa en
sefales distales para navegar desde los puntos de inicio alrededor del perimetro de una
piscina abierta hasta localizar una plataforma de escape sumergida. El aprendizaje espacial
se evalua mediante ensayos repetidos y la memoria de referencia se determina por la
preferencia del area de la plataforma cuando esta est4 ausente. El LAM es un ensayo robusto
y fiable, con una fuerte correlacion con la plasticidad sinaptica del hipocampo y medicion de
memoria (Othman et al., 2022)

Asi que, el grupo de ratones con LPS y sin tratamiento, mostraron un incremento de latencia
hacia la zona donde se encontraba la plataforma (y que fue eliminada el dia del ensayo final).
Lo cual es consistente con alteraciones en la integridad funcional del hipocampo. Mientras
que los animales sanos, presentaron una disminucion de esta variable, de una forma similar
a éstos, los individuos que recibieron Don, MEL, o bien la fraccion SeAcOEt, la reunion 5 y
el AR fueron capaces de contrarrestar los efectos del LPS, indicando un efecto nootropico
(mejorador de la memoria), de estos tratamientos. Por otro lado, el incremento en tiempo de
exploracion de los animales del grupo VEH, en la zona alejada a donde estaba la plataforma,
refleja una alteracion en la memoria espacial y en la estrategia de busqueda. El farmaco Don
logré revertir significativamente este efecto, mientras que el Mel, no mostré6 una mejoria
comparable, evidenciando que la reduccion de la inflamacién no necesariamente se traduce
en una recuperacion completa de la funcion cognitiva. Los grupos R5 y RA, a pesar de haber
encontrado la zona segura, también se mantuvieron en la zona lejana, esto puede ser debido
a que cuando existe una amiloidogénesis, los ratones presentan una hiperactividad que puede
intervenir en el comportamiento (Karunakaran, 2020).

De manera general se ha identificado experimentalmente que especies del género Salvia
poseen efecto positivo sobre el deterioro cognitivo asociado al uso medicinal que se hace de
algunas plantas, por ejemplo, en Europa S. officinalis L. una de las mas representativas de
este grupo y de la cual se tiene una amplia variedad de reportes sobre su actividad
farmacologica, tanto en pruebas pre-clinicas y también en ensayos clinicos en pacientes con
deterioro cognitivo. Se reporta un estudio aleatorizado comparando un grupo placebo durante
un periodo de cuatro meses, en el que se evaluo la eficacia y la seguridad de un extracto

hidroalcoholico (45 %) de S. officinalis cultivada, a una dosis fija (60 gotas/dia), en pacientes
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con EA leve a moderada, con edades comprendidas entre los 65 y los 80 afios (Ertas et al.,
2023).

En algunos trabajos del grupo de investigacion se demostro que el EHA y FACoEt de S.
elegans, poseen efecto mejorador de la memoria en ratones con dafio endotelial inducido por
la administracion cronica de Angiotensina II (Martinez-Herndndez G, 2015). Se ha
demostrado que los compuestos contenidos en esta planta y que fueron identificados en este
trabajo utilizando cromatografia liquida de alta resolucion, como rutina, quercetina, luteolina
y acido rosmarinico, son capaces de disminuir el dafio en la memoria en diferentes modelos.

Como el de infeccion por Cryptococcus neoformans var. grubii- que dafia el cerebro
y provoca pérdida de memoria en ratas Wistar y esto es controlado por la administracion de
diferentes dosis de rutina (Justen et al., 2026). En otro disefio experimental, se encontrd que
la quercetina y la rutina, disminuyen el deterioro cognitivo en peces cebra, mediado por la
administracion de escopolamina (200 uM disuelta en el agua del tanque durante 1 h) lo que
provoca dificultad en la formacion de la memoria, mientras que los pretratamientos con
quercetina y rutina (50 mg/kg, inyeccidn unica, i.p.), protegen del deterioro (Richetti et al.,
2011). También, la administracién de LUT por 3 semanas a ratones transgénicos con la EA,
mejora el deterioro cognitivo y provoca inhibicién de la sobre-activacion de la microglia,
astrocitos y con ello disminuye neuroinflamacion (Kou et al., 2022)

En un ensayo isquemia por oclusion permanente de la arteria cerebral media
(pMCAO) en ratones provoca déficit de memoria de trabajo, espacial y de reconocimiento,
en este ensayo la administracion i.p. de AR a 0.1, 1.0 y 20 mg/kg/dia, antes de la isquemia y
durante 5 dias, provocan una mejora significativa con la dosis alta de AR (20 mg/kg), ademas
de reducir el tamafio del infarto y los déficits neurologicos causados por la isquemia aguda
(Fonteles et al., 2016a). Se ha demostrado que el AR posee propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, accion neuroprotectora en modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson. Aragdo Fonteles y colaboradores
evaluaron la actividad neuroprotectora en un modelo de isquemia, reportando un efecto
neuroprotector de este compuesto sobre déficit de memoria cuando se administra a 1 y 20
mg/kg. Los autores sefalan que podria ser debido a la sinaptogénesis y neurogénesis

(Fonteles et al., 2016) Otros autores como Yi Yu, evaluaron el efecto ansiolitico del RA en
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un modelo de ansiedad inducida con LPS, lo que genera neuroinflamacion, este compuesto
es capaz de inhibir este proceso y el estrés oxidante asociado (Yu et al., 2022).

Estos datos, sustentan los hallazgos farmacologicos que sobre S. elegans se tienen en
el presente trabajo, primero que disminuye la permeabilidad de la BHE lo que se traduce
como un efecto neuroprotector y ademas es capaz de mejorar la memoria de los animales con
dafio cognitivo inducido por neuroinflamacién por LPS. El sistema neuroinmune, desempena
un papel fundamental en la patogénesis y progresion de la EA, las células involucradas y
activadas ante el estimulo dafiino liberan moléculas que modulan la respuesta, entre ellas las
inflamatorias como las citocinas o incluso las antiinflamatorias que intentan contrarrestar el
peligro, éstas participan en la sefializacion y comunicacion que contribuyen a la inflamacion
en la EA (Chen et al., 2024)

Los resultados obtenidos evidencian que la administracion de LPS induce una
activacion del sistema inmune que involucra multiples citocinas proinflamatorias,
reguladoras y asociadas a la inmunidad adaptativa, lo cual se traduce en alteraciones en las
funciones del SNC.

Los cerebros del grupo vehiculo presentan un aumento significativo de las citocinas IL-1f3,

IL-6, IL-12, IL-17 y TNFa, lo que confirma un estado de neuroinflamacion en el modelo
realizado. Se ha demostrado que la secrecion desregulada de estas, citocinas promueve la
neuroinflamacion y exacerba el dafio neuronal de la EA (Chen et al., 2024a). TNFa es
considerada un factor clave en la respuesta inflamatoria que induce a la produccion de otras
citocinas como IL-1p e IL-6 mediante la activacion de vias de sefializacion intracelular como
NF-«B, a su vez IL-6 contribuye a mantener el estado inflamatorio mediante la activacion de
las vias JAK/STATS3, haciendo de esta manera, un ambiente neurotoxico (Chen et al., 2024)

IL-17 que esta asociada a las células Th17, desempefia un papel relevante en la
disrupcion de la barrera hematoencefalica, ejerce efectos directos sobre endotelio cerebral,
por inducir la expresion de moléculas de adhesion, para favorecer el reclutamiento y
migracion de leucocitos de la periferia, por lo que este mecanismo promueve la infiltracion
de células del sistema inmune al SNC, exacerbando la inflamacién. De esta manera, se
compromete la integridad estructural de la BHE y también se genera inflamacion local (Yu

et al., 2024).
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En el caso de la citocina inmunosupresora IL-10, importante modulador antiinflamatorio de
la activacion glial, previniendo la degeneracion neuronal, por lo que los resultados obtenidos
corroboran lo ya reportado. Por otro lado, en cuanto a los tratamientos SeAcOEt, provoca
una diferencia significativa con respecto al grupo vehiculo en cuanto a la latencia, zona
lejana, pero ademas en la concentracion de citocinas IL-1p, IL-6 e IL-12 en cerebro y bazo,
y por su parte, aumentd de manera significativa IL-10 en cerebro y bazo.

En la enfermedad de Alzheimer, cuando existe la presencia de agregados AP, se activa la
microglia y astrocitos, células que secretan citocinas como IL-1p, IL-6 e IL-12. La IL-10,
también llamada factor inhibidor de la sintesis de citocinas humanas, es una citocina
antiinflamatoria con multiples efectos inmunorreguladores, uno de los cuales es la capacidad
de inhibir la produccion de citocinas pro-inflamatorias, como la secrecion de TNFa, IL-1p e
IL-6 de células de linaje mieloide activadas por el receptor tipo Toll (TLR). Al unirse la
citocina a las subunidades del receptor, provocan una transduccion de sefiales en el
citoplasma de la célula que desencadena una sefial a nivel nuclear de los genes implicados en
la regulacion de la respuesta inmunitaria, y la via caracterizada es Jak1/Tyk2/STAT3 (Porro
et al., 2020).

Esto da indicio de que SeAcOEt disminuye la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias, a través de induccion de la expresion de IL-10 y la inmunomodulacion que
esta ejerce sobre IL-1pB, IL-6, IL-12 y TNFa. Ademas, con base en este posible modo de
accion, se puede explicar el comportamiento de los animales en el LAM, ya que modifica su
capacidad de orientarse y de llegar a la plataforma y/o permanecer en la zona donde esta
estaba. Por ejemplo, estudios previos se demuestra que la sobreexpresion de IL-6 y su
molécula sefializadora STAT3, causé deterioro de la memoria en ratones y la inhibicion de
cualquiera de ellas revierte el deterioro y restaura la memoria del animal (Chen et al., 2024).
Es importante destacar que el efecto de los derivados de Salvia elegans sugiere una accion
directa sobre el sistema nervioso central o bien, la capacidad de modular selectivamente el
ambiente neuroinflamatorio. Esto podria recalcar la capacidad de S. elegans a nivel
farmacologico, ya que indica la posibilidad de intervenir en la neuroinflamacion sin generar
una inmunosupresion sistémica, por lo que sigue siendo una opcidn para la busqueda de
tratamientos enfocados en la proteccion de la BHE, la disminucion de inflamacion y la mejora

de la memoria.
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Hacen falta experimentos que permitan determinar o validar la hipdtesis arriba
planteada sobre los efectos neuroprotectores de la fraccion FAcOEt, sin embargo, es
importante sefialar que su actividad se debe a la riqueza de su constitucion quimica y que por
ejemplo, algunos de sus compuestos como la quercetina, modulan y contrarrestan el deterioro
causado por el LPS. Asi entonces esta molécula bacteriana que activa a la microglia, cuando
es administrada a 0.25 mg/kg/dia, durante 1 semana provoca la neuroinflamacion,
consecuencia de la produccion de citocinas/quimiocinas y otros mediadores inflamatorios,
que activan la degeneracién neuronal, bajo esta condicion la administracion de quercetina
(30 mg/kg/dia, i.p.) durante 2 semanas (1 semana antes del LPS y 1 semana con LPS) redujo
significativamente la gliosis activada y varios marcadores inflamatorios y previno la
neuroinflamacion en la corteza y el hipocampo de ratones adultos. El tratamiento con
quercetina revirtié significativamente la pérdida sinaptica inducida por LPS en la corteza y
el hipocampo del cerebro de ratén adulto y mejord la memoria de los ratones tratados con
LPS (Khan et al., 2018).

Es necesario profundizar sobre el efecto de S. elegans sobre la EA y con ello elucidar el

posible modo de accion.
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CONCLUSIONES:

1. Los productos obtenidos por separacion quimica de la especie S. elegans (FAcOEt,
R5, R6 y AR) ejercen efecto neuroprotector al mantener la integridad de la barrera
hematoencefalica.

2. FAcOEty el AR aislado de la fraccion actian como nootropicos contra el deterioro
cognitivo inducido por LPS

3. FACcOEt, RS y AR son tratamientos inmuno y neuroinmunomoduladores, al regular
de manera diferenciada la concentracion de citocinas pro- y anti-inflamatorias en
cerebro y bazo de ratones con EA experimental

4. S. elegans, posee una riqueza metabdlica y su fraccion SeAcOEt posee
principalmente AR, quercetina, rutina y derivados de luteolina.

PERSPECTIVAS

1. Realizar estudios de docking molecular, que permitan detectar blancos terapéuticos
para los compuestos aislados e identificados de S. elegans y que estan asociados a la
patologia de la EA, como la proteina beta-amiloide, tau, LRP3, enzimas B- y v-
secretasas.

2. Llevar a cabo un analisis de toxicologia que permita descartar efectos dafiinos a corto
y largo plazo por la administracion de S. elegans.

ANEXOS
Anexo 1. Componentes mayoritarios probables en las fracciones evaluadas en los modelos
farmacologicos

Fracciones Abreviatura | Componentes Tiempo
seleccionadas mayoritarios de
retencion
(HPLC)
Extracto EHA 8.615
hidroalcoholico
7.858
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Fraccion F. ACoEt Acido 12.336

acetato de etilo Rosmarinico

Reunidén 5 RS Metoxiluteolina 20.8
Metoxiapigenina | 25.5
6-hidroxiluteolina | 25.922
o metoxilado
Dimetoxiapigenina | 26.1

Reunidn 6-9 R6 6-hidroxiluteolina | 13.303
6-hidroxiluteolina | 20.995
o metoxilado

Reunién 13-15 | R13 Ac. rosmarinico 12.336

Reunién 16-17 | R17 Ac. rosmarinico 12.317

Reunion 21-22 | R21 Ac rosmarinico 12.325
Glucosido de 10.844
quercetina
Rutina 10.747
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Figura 49. Esquema que ilustra la via de sefializacion de IL-10. Al unirse a la citocina, las subunidades del receptor se

unen a moléculas que provocan la transduccion de seiiales en el citoplasma de la célula que exhibe el receptor funcional,
lo que conduce a una seiial que influye principalmente en la actividad de los genes implicados en la regulacion de la
respuesta inmunitaria. El STAT3 fosforilado forma homodimeros que se translocan al niicleo impulsando la expresion de
genes sensibles a STAT3, que, entre otros, incluyen el supresor de la sefializacion de citocinas 3 (SOCS3) A través de la
sintesis de novo de SOCS-3, IL-10 tiene la capacidad de inhibir la expresion de varios genes proinflamatorios. La IL-10
ejerce efectos antiinflamatorios al inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias, asi como al prevenir la presentacion
de antigenos, bloqueando la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il y moléculas
coestimulantes como CD80/CD86. Ademdas, SOCS-3 inhibe la activacion de la proteina quinasa activada por mitogenos
(MAPK), la translocacion de NF-kB al niicleo y la induccion asociada de la expresion de genes proinflamatorios.

Finalmente, SOCS-3 media la inhibicion de Jakl, lo que resulta en la inhibicion por retroalimentacion de la via

Jakl1/Tvk2/STAT3. (Porro et al., 2020).
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acuerdo al articulo 74 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente
dictamen:

1. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo, reiterando ademas mi
disposicion para seguir colaborando en este tipo de actividades. Sin otro particular por el momento, reciba
un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Maribel Lucila Herrera Ruiz
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