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Resumen 

 
     La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que se 

caracteriza por la pérdida de la memoria. Neuropatológicamente se observan 

marañas neurofibrilares y placas neuríticas que contienen amiloide-β. 

 

    El amiloide-β, componente principal de las placas neuríticas (PN), proviene de 

la hidrólisis alternativa de la proteína precursora de amiloide (PPA). El Aβ se 

agrega en condiciones de alta hidrofobicidad, provocando un cambio 

conformacional en el péptido. Se  ha descrito que en la secuencia de aminoácidos 

del Aβ existen varios  dominios  funcionales,  entre   los  que  cabe  destacar el 

dominio de neurotoxicidad Aβ (25-35). Estudios in vitro sugieren que la metionina 

localizada en la posición 35 es la responsable del daño oxidante. El uso de 

antioxidantes, como el resveratrol y la epicatequina, evita el daño que causa el 

péptido. Es por eso que en nuestro trabajo evaluamos el efecto del Aβ 25-35 

inyectado en el hipocampo de ratas; cuantificamos  la  expresión de   IL-1β,  IL-6,  

IL-17  y  TNFα, así como la formación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y 

peroxidación de lípidos (PL) a diferentes tiempos; además utilizamos un pre-

tratamiento con Epicatequina y Resveratrol. 

 

    Los resultados muestran que el  Aβ 25-35 incrementa la expresión de IL-1β,  IL-6,  

IL-17  y  TNFα, así como la formación de EROS y PL. El pre tratamiento con  

Resveratrol y Epicatequina disminuyó la formación de EROs y PL. También 

disminuyó la concentración de citocinas pro-inflamatorias. 
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Abstract  

 

     Alzheimer´s disease is a neurodegenerative disorder characterized by memory 

loss. Neuropathological hallmarks of this disease are the neurofibrillary tangles and 

neuritic plaques.  

 

     Amyloid- is the main component of the neuritic plaques, it cleaves from the 

amyloid precursor protein (APP). Amyloid-´s domains had been described; the 

fraction 25-35 is the neurotoxic domain. Studies in vitro suggest that methionine 

localized in 35 position is responsible of oxidative damage. The use of antioxidants 

as resveratrol and epicatechin prevent damage induced by peptide. In this sense, 

our work evaluates the fuction of these antioxidants in rats injected in the 

hippocampus with de fraction 25-35. We quantified the expression of IL-1, IL-6, 

IL-17 and TNF. Likewise we determinated reactive oxygen species and lipid 

peroxidation.  

 

     Our results indicate that A 25-35 produces a significant increase of ROS, LP 

and expression IL-1, IL-6, IL-17, TNF. Pretreatment  with epicatechin and 

resveratrol decreased the formation of ROS, PL and pro-inflammatory cytokines 

concentration.  
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I. Introducción 

 
     La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que 

se caracteriza por la pérdida de la memoria de acontecimientos recientes y de la 

capacidad de razonar y manipular objetos cotidianos1. En el estudio microscópico 

se observan marañas neurofibrilares (NFT), placas neuríticas que contienen 

amiloide-β y la acumulación de éste en las paredes de arterias cerebrales1. 

 

     El amiloide-β (Aβ), componente principal de las placas neuríticas (PN), 

proviene de la hidrólisis alternativa de la proteína precursora de amiloide (PPA)2, 

el cual, al encontrarse en condiciones de alta hidrofobicidad, provoca un cambio 

conformacional en el péptido. Las  PN están constituidas tanto por el Aβ(1-40) como 

por el Aβ(1-42), éste último se encuentra en mayor proporción dado que es 

hidrofóbico y presenta un mayor potencial de agregación, formando un núcleo 

sobre el que se deposita el Aβ(1-40)
3. Por otro lado,  está descrito que en la 

secuencia de aminoácidos del Aβ existen varios  dominios  funcionales,  entre   los  

que  cabe  destacar el dominio de neurotoxicidad Aβ (25-35)
4. El Aβ ejerce efectos 

tóxicos sobre las neuronas, vía estrés oxidante e inflamación5.  

 

     El estrés oxidante, que desempeña un papel fundamental en la patología 

temprana de la enfermedad,  provoca la alteración de la transmisión sináptica, la 

cual es promovida por la presencia de especies reactivas de oxígeno (EROs). 

Además, el estrés oxidante incrementa la producción y agregación del amiloide-β 

favoreciendo la hiperfosforilación de tau2,3.  

 

     Se considera que existen varios mecanismos promotores de EROs 

durante la enfermedad, uno de ellos es la microglía activada; la cual tiene la 

capacidad de producir grandes cantidades de EROs como resultado de  la 

inducción de la expresión de moléculas pro-inflamatorias y sintasa de óxido nítrico 
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(NOS),  y que además produce grandes cantidades de óxido nítrico (ON), éste 

último, a su vez, produce peroxinítritos altamente dañinos para la célula3.  

 

     Por otro lado, el Aβ puede promover la neurodegeneración por la  

activación de las células de la microglía. Las cuales, una vez activadas, también 

puede activar a los astrocitos y así, ambos pueden activar la respuesta 

inflamatoria contra los depósitos extracelulares del Aβ6. De esta manera, la 

microglía libera una gran variedad de marcadores pro-inflamatorios, especies 

reactivas de oxígeno, entre otros2,3.  

 

    Hasta la fecha no existe cura para la enfermedad de Alzheimer, por lo que 

se continua con la búsqueda de un tratamiento o preventivo;  recientemente, se ha 

enfocado la atención sobre los efectos neuroprotectores de los flavonoides, debido 

a que, como es sabido, las células del organismo permanecen en un balance entre 

eventos oxidativos y antioxidantes7.  

 

     Con la finalidad de encontrar un tratamiento en el modelo experiemental 

de Alzheimer en  este  trabajo utilizamos el modelo  de  inyección  intrahipocampal  

del  Aβ (25-35), en ratas Wistar. Cuantificamos las especies reactivas de oxígeno 

(EROs) y la peroxidación de lípidos (PL) como marcadores de estrés oxidante y 

realizamos ELISA para cuantificar las interleucinas pro-inflamatorias (IL-1β, 1L-6, 

IL-17 y TNF-α) como marcadores de inflamación. Además utilizamos un pre-

tratamiento con flavonoides para evitar el estrés oxidante. 

 

    Los datos presentados en este trabajo, demuestran que el péptido Aβ (25-

35) aumenta la formación de EROs y LP, y también aumentan las interleucinas pro-

inflamatorias, lo que nos sugiere que el péptido Aβ (25-35) ejerce daño vía estrés 

oxidante e inflamación. El pre-tratamiento con el resveratrol y la epicatequina, 

disminuyó dicho daño.  
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II. Antecedentes 

2.1  Enfermedades Neurodegenerativas 
 

     Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte de 

neuronas en diferentes regiones del sistema nervioso y por consiguiente el 

deterioro funcional de las partes afectadas8. Estas enfermedades se clasifican 

según la localización de las lesiones principales: a) ganglios basales, b) médula 

espinal, c) cerebelo, d) sistema nervioso periférico y e) hemisferios cerebrales9. 

   2.2   Enfermedad de Alzheimer 
 

     La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más frecuente de incapacidad 

física y mental en personas mayores1. Esta se estudió por primera vez, a través de 

los análisis   histopatológicos del médico alemán Alois Alzheimer, realizados hacia 

1906, en una mujer de 51 años que presentaba un cuadro demencial. Entre los 

signos y síntomas sobresalientes se encontraron pérdida de la memoria, 

desorientación en tiempo-espacio y deterioro cognoscitivo progresivo9. Tras el 

fallecimiento de la paciente, el Dr. Alzheimer examinó su cerebro y observó la 

existencia de placas neuríticas seniles (PNs) y marañas neurofibrilares (MNFs). 

Estos hallazgos permitieron, por primera vez, separar esta demencia de las 

alteraciones producidas por el mero envejecimiento9.  

 

2.2.1  Definición 
 

        La enfermedad de Alzheimer se define como un trastorno neurodegenerativo 

irreversible del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza clínicamente por 

una demencia progresiva además de una serie de anormalidades que afectan 

selectivamente regiones neuronales especificas tales como: neocorteza, área 

entorrinal, hipocampo, amígdala, núcleo basal, tálamo anterior y varios núcleos 
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monoaminonérgicos del tallo cerebral. También hay un declive en el 

funcionamiento intelectual que abarca funciones como la memoria, el lenguaje, así 

como las funciones ejecutivas, que con el paso del tiempo genera una pérdida o 

deterioro global de cada uno de los procesos cognoscitivos10. 

 

        La enfermedad de Alzheimer se clasifica en dos tipos principales, de acuerdo 

a la edad en la que aparecen los síntomas: 

 

1) Enfermedad de Alzheimer presenil o de aparición precoz: cuando los 

síntomas se manifiestan antes de los 65 años10. 

 

2) Enfermedad de Alzheimer o aparición tardía: si la enfermedad se manifiesta 

después de los 65 años10. 

 

     Por otro lado, la enfermedad puede ser familiar o esporádica11.  

 

     En las formas familiares se han identificado diferentes genes  cuyas 

mutaciones conducen  a la acumulación del péptido Aβ. Los genes descritos hasta 

el momento asociados como factor causal de la enfermedad de Alzheimer familiar 

son:  

 Gen de la proteína precursora amiloide (PPA), localizado en el cromosoma 

21. 

 Gen de la presenilina 1 (PS1), localizado en el cromosoma 14. 

 Gen de la presenilina 2 (PS2), localizado en el cromosoma 1. 

 

      Por otro lado, está descrito que el alelo 4 de la apoliproteina E (ApoE), 

localizado en el cromosoma 19, es un factor potente de susceptibilidad para el 

desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en la forma esporádica12.  

 



19 

 

      La ApoE tiene  tres variantes polimórficas ApoE2, ApoE3 y ApoE 4. La ApoE4 

incrementa tres veces el riesgo de padecer la EA en individuos heterocigotos y 15 

veces en homocigotos12,13.  

 

2.2.2  Neuropatología de la enfermedad  de Alzheimer 
 

     El análisis macroscópico  post-mortem de los cerebros de pacientes con EA 

severa, revela una reducción significativa en el tamaño del cerebro, 

adelgazamiento de los giros corticales, agrandamiento de los surcos y dilatación 

de los ventrículos14 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

     A nivel microscópico, existen diferentes lesiones observables: las placas 

neuriticas (PNs)  y las marañas neurofibrilares (MNFs)15 (Figura 2).  

 

     Las marañas neurofibrilares  se observan al microscopio como una maraña 

compuesta por fibrillas entrelazadas, insolubles (conocidas como filamentos 

helicoidales apareados (FHA)). Su principal componente es la proteína tau 

hiperfosforilada17.  

Figura 1. A) Visión de un cerebro de un paciente con EA. En el hemisferio izquierdo 
se eliminó la aracnoides. B) Cortes coronales de un hemisferio proveniente de un 
paciente con EA, se muestra atrofia cortical así como subcortical, se observa 
dilatación de las cavidades ventriculares (Guimerá et al., 2002). 

A B 
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     Se sabe que la función normal de la proteína tau es unir y estabilizar a los 

microtúbulos, los cuales forman el citoesqueleto de la neurona y son importantes 

en el transporte de proteínas en la neurona. Este proceso de unión y estabilidad 

de los microtúbulos se da mediante la fosforilación y desfosforilación mediado por 

la acción enzimática de cinasas y fosfatas15. Si la proteína tau fosforilada no se 

desfosforila es incapaz de unirse a los microtúbulos, generando así la 

polimerización de la proteína tau fosforilada en filamentos enrollados; los 

filamentos enrollados se entrelazan, formando así los FHA de tau16. Los FHA son 

estructuras anormales intracelulares que se forman en el pericario de la neurona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Por otro lado, existen dos tipos de  placas, las placas neuriticas (PNs) y las 

placas difusas, ambas reconocidas en el cerebro de pacientes con EA17(Figura 3). 

Las PNs son depósitos extracelulares esféricos de diámetro variable (50 a 200 

μm), constituidos por un núcleo central amiloideo rodeado de neuritas distróficas. 

Figura 2. A) Neurona piramidal de la corteza de un paciente con EA. B) 
Degeneración neurofibrilar en neuronas de tamaño medio, puesta de 
manifiesto con inmunotinción para la proteína tau (Guimerá et al., 2002). 

A B 
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Estas neuritas contienen astrocitos, microglía, restos de lisosomas, mitocondrias y 

vesículas sinápticas, resultantes del daño neuronal adyacente.18  Las placas 

difusas representan el estadio temprano de la formación de PNs, ya que aunque 

no presentan un núcleo amiloideo, ni neuritas distróficas, pero contienen una 

pequeña porción de péptido amiloide19. La naturaleza y el desarrollo preciso de las 

placas han sido de gran interés, dado que se conoce que las mutaciones que 

causan la enfermedad de Alzheimer familiar (EAF) involucran alteraciones en la 

APP, favoreciendo la generación del amiloide-β. Siendo el amiloide-β el principal 

componente de las PNs20.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A) Corte histológico teñido con Bielschowsky que muestra placas seniles 
distróficas en el neuropilo B) Se observa una placa neurítica. Esta es una lesión 
compleja que contiene amiloide, procesos neuríticos distróficos y células gliales 
reactivas (teñido con plata de Bielschowsky) (Guimerá et al., 2002). 

A B 
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     2.2.2.1   Péptido amiloide-β 

      

     En 1984 se aisló y secuenció el componente fundamental de las PNs, un 

péptido de 40 o 42 aminoácidos, que se denominó péptido amiloide-β20. Este 

péptido proviene de la hidrolisis alternativa de la proteína precursora amiloide 

(PPA). La PPA es una proteína transmembrana con un segmento amino-terminal 

extracelular largo y un segmento carboxilo-terminal intracelular corto, cuyo gen se 

localiza en el cromosoma 21. A nivel celular, la PPA se localiza en la mayoría de 

las membranas de la célula, tales como el retículo endoplásmico, compartimientos 

del aparato de Golgi, vesículas de secreción, endosomas y membrana 

plasmática21. No se conoce con exactitud la función que desempeña la PPA; 

aunque se describe  que actúa como inhibidor de proteasas en neuronas, 

permitiendo perpetuar la sinapsis establecida. Además, presenta un papel 

neurotrófico, estimula el crecimiento celular en cultivos y participa en la adhesión 

celular (ya que se han encontrado en la PPA dominios de unión específicos para  

laminina, integrina 1-β, heparina y colágeno)22. 

     El metabolismo normal de la PPA en las células se denomina vía no 

amiloidogénica, mientras que el metabolismo de la PPA  que produce Aβ se 

denomina vía amiloidogénica (Figura 4). 

Figura 4. Procesamiento de la proteína precursora de amiloide (PPA) a 
través de la vía no amiloidogénica y vía amiloidogénica (Burgos, 2006). 

Vía amiloidogénica Vía no amiloidogénica 
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     LA PPA se hidroliza mediante la acción de una metaloproteasa denominada α-

secretasa, que escinde la porción extracelular de la molécula por el dominio más 

próximo a la superficie de la membrana, produciendo un fragmento denominado 

porción α-soluble de la PPA (αPPAs). Este  fragmento se secreta al espacio 

extracelular donde actúa como un factor autocrino y neuroprotector, mejorando la 

sinapsis y supervivencia celular23. El fragmento carboxilo-terminal C83 queda en la 

membrana24.  

 

     Existe un metabolismo alternativo en el que participa una primera enzima 

aspartil-proteasa, denominada β-secretasa o BACE, cuya actividad esta 

incrementada en la EA24. Esta enzima realiza un corte distal en el extremo N-

terminal, dando lugar a la porción β-soluble de la PPA (βPPAs), que se libera al 

espacio extracelular liberándose del fragmento carboxilo-terminal C99, el cual 

permanece en la membrana. La βPPAs participa en la modulación de la adhesión 

y regulación de la proliferación celular25.  

 

      Otra enzima, la γ-secretasa; un complejo formado por las proteínas 

presenilinas (PS1 y PS2), Aph-1, nicastrina y Pen-226,  hidroliza los fragmentos 

C83 y C99 por el dominio intramembranal, liberando al espacio extracelular  un 

fragmento insoluble de 3kDa denominado P3 o Aβ (17-42) en el caso de C83, y el Aβ 

de 40 ó 42 aminoácidos en el caso de C99. En ambos casos se liberan al citosol 

los dominios intracelulares de la PPA (AICD) que actúan como factores de 

transcripción en el núcleo23. 

 

    El procesamiento de PPA se produce en el metabolismo normal de cualquier 

célula, tanto por la vía no amiloidogénica como por la vía amiloidogénica. Seubert 

y colaboradores en el año de 1992 detectaron que el Aβ está presente tanto el 

líquido cefalorraquídeo (LCR) como en el plasma de sujetos sanos27. La forma 

soluble del Aβ (1-40) es la que se produce mayoritariamente durante el metabolismo 

normal de las células. Sin embargo, la producción mayoritaria del Aβ (1-42) está 
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asociada a procesos patológicos, como en la EA28. Por ello, el Aβ es un producto 

metabólico normal que es constantemente anabolizado y catabolizado en el 

cerebro, cuyos niveles estacionarios están determinados por el balance 

metabólico entre ambos procesos. Alteraciones en este balance durante un largo 

periodo de tiempo podría provocar la aparición de depósitos amiloideos, causando 

aumento de la incidencia y desarrollo de la EA, ya que, tanto un aumento del 

anabolismo como una disminución de la actividad de las enzimas que degradan el 

Aβ, favorecen la formación de PNs28. 

     

     La neurotoxicidad del Aβ fue demostrada, por primera vez, por Yankner y 

colaboradores en 1990  en cultivos de neuronas hipocampales diferenciadas, al 

observar que el Aβ inducía la retracción de axones y dendritas, seguido de la 

muerte neuronal29.  

    

    Numerosos estudios demuestran que el Aβ es neurotóxico sólo cuando se 

agrega formando fibrillas amiloidogénicas29. Este se agrega en condiciones de alta 

hidrofobicidad, provocando un cambio conformacional en el péptido. Los 

oligómeros del Aβ son los primeros en agregarse. Dan lugar a las protofibrillas que 

se ensamblan formando las fibrillas insolubles de conformación hoja β-plegada, 

que a su vez se agrupan constituyendo parte de las PNs. Las PNs están 

constituidas tanto por el Aβ (1-40) como por el Aβ (1-42), aunque este último se 

encuentra en mayor proporción dado que es altamente hidrofóbico y presenta un 

mayor potencial de agregación, este fragmento hace de núcleo, sobre el que se 

deposita el Aβ (1-40)
30

.  

 

    Además, está descrito que en la secuencia de aminoácidos del Aβ existen 

varios dominios funcionales (Figura 5), entre los que cabe destacar el dominio de 

agregación, de neurotoxicidad y de unión a la superficie celular31. 
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     El péptido Aβ (25-35) es un fragmento pequeño de 11 aminoácidos con secuencia 

GSNKGAIIGLM y peso molecular de 160 Da, proveniente del péptido Aβ (1-42). Se 

propone que la Aβ (25-35) representa la región biológicamente activa del Aβ (1-42) 

debido a que es una secuencia localizada en la secuencia integral y conserva la 

toxicidad del péptido integral Aβ(1-42)
32.   

      

     D’ Ursi y colaboradores, en el 2004, propusieron un modelo de la estructura de 

este fragmento; además, se sabe que esta secuencia tiene el efecto neurotóxico 

en las neuronas ya que es capaz de generar retracción dendrítica y axonal 

seguido de la muerte de las neuronas.  

 

     Las propiedades citotóxicas  de la Aβ están mediadas por radicales libres de 

oxígeno y factores adicionales (estructura secundaria del péptido, estado de 

agregación, tiempo de exposición, osmolaridad, cambio de pH y concentración) 

que tienen la capacidad de inducir oxidación de proteínas, peroxidación de 

lípidos32, entre otras. Además, conduce a la activación inmune de la microglía y los 

astrocitos y los correspondientes procesos inflamatorios33.  

Figura 5. Secuencia de aminoácidos del Aβ (1-42) y del Aβ (1-40) incluidos sus 
dominios funcionales (Burgos, 2006). 
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2.3  Inflamación 
 

     La inflamación es una respuesta para acabar con la causa  inicial  de la lesión 

celular, como son las células necróticas y los tejidos dañados resultantes. Si el 

tejido no es restaurado, la inflamación se convierte en un proceso crónico que 

continuamente erosiona los tejidos circundantes, lo que ocasiona un deterioro 

grave a los tejidos32. 

 

     Desde hace tiempo se sabe que la inflamación es un factor importante, no sólo 

en la EA, sino en un gran  número de enfermedades asociadas a la edad, 

incluyendo la ateroesclerosis, diabetes, artritis reumatoide y esclerosis múltiple 

(MS)34, 35. 

 

      Un rasgo característico de los tejidos inflamados es el aumento del número de 

monocitos, así como de macrófagos tisulares, es decir, microglía, células del 

sistema nervioso central (SNC)36,37. La inflamación del cerebro es una 

característica patológica de la EA. Sin embargo, los rasgos característicos 

inflamatorios tales como hinchazón, calor y dolor no están presentes en este.38 La 

inflamación se produce claramente en  las regiones vulnerables del cerebro con  

Alzheimer, con una mayor expresión de proteínas y citocinas pro-inflamatorias, 

que son apenas evidentes en el cerebro normal39, incluyéndose las siguientes: 

factor de necrosis tumoral- α (TNF-α) en el suero de pacientes con EA40 y la 

interleucina-6 (IL-6) en el tejido cerebral41,42.  En comparación con los controles de 

la misma edad, existe un aumento de las células microgliales activadas alrededor 

de las placas seniles en la corteza cerebral43. 

 

    A su vez, las células microgliales activadas44 y los astrocitos45 producen 

mediadores inflamatorios tales como las citocinas pro-inflamatorias, especies 

reactivas de oxígeno (y otros radicales), óxido nítrico, entre otros46 (Cuadro 1). 
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Microglía Astrocitos 

 

Proteínas complementarias 

Inhibidores complementarios  

Aβ 

Citocinas y Quimiocinas 

IL-1 

TNF-α 

IL-6 

IL-8 

MIP-1 

Especies reactivas de oxígeno 

MHC II 

 

Proteínas complementarias 

Inhibidores complementarios  

Aβ 

Citocinas y Quimiocinas 

IL-1 

TNF-α 

IL-6 

IL-8 

S100 

COX-2 

 

     

 Además, la microglía activada puede matar a las neuronas adyacentes por la 

liberación de productos altamente tóxicos, como son los intermediarios reactivos 

del oxígeno, por ejemplo: óxido nítrico (ON), enzimas proteolíticas, los factores 

complementarios, o aminoácidos excitatorios47. 

 

     Los mediadores inflamatorios y las condiciones de estrés, a su vez, pueden 

aumentar la producción de la APP, favoreciendo  la vía amiloidogénica e induce la 

producción del amiloide-β (1-42) y de péptidos derivadas de este. En estas 

circunstancias, también se inhibe la formación de la fracción soluble de APP, la 

cual tiene un efecto protector neuronal48.  

 

     Por otra parte, Aβ induce la expresión de citocinas pro-inflamatoria  en las 

células gliales, éstas activan la cascada del complemento49 y la inducción de los 

sistemas enzimáticos inflamatorios tales como: la enzima inducible del óxido 

nítrico sintasa (iNOS) y la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2). Varias líneas de 

investigación sugieren que todos estos factores pueden contribuir a la disfunción 

neuronal y muerte celular, ya sea individualmente  o en conjunto50.  

Cuadro1. Productos de la microglía y astrocitos 



28 

 

2.3.1  Interleucinas 
 

     Las interleucinas (ILs) son pequeñas proteínas con pesos moleculares que van 

de 8.000 a 40.000 Da; originalmente llamados linfocinas y monocinas para indicar 

sus fuentes celulares, pronto se hizo claro que el término "citocina" es la mejor 

descripción, ya que casi todas las células nucleadas son capaces de sintetizar 

estas proteínas y a su vez, también son capaces de responder a estas moléculas. 

Sus actividades biológicas nos permiten agruparlos en diferentes clases. Las 

citocinas son secretadas por una variedad de células inmunes (por ejemplo: los 

linfocitos T, macrófagos, células natural killers). Los efectos biológicos inducidos 

por las citocinas incluyen la estimulación o la inhibición de la proliferación celular, 

la citotoxicidad/apoptosis, actividad antiviral, el crecimiento celular, la 

diferenciación, la respuesta inflamatoria y la sobrerregulación de la expresión de  

proteínas de superficie de  la membrana. La función principal de las citocinas es la 

regulación de la diferenciación de células T51. Estas incluyen las proteínas 

reguladoras del ILs, los interferones (IFN), los factores estimulantes de colonias 

(CSF), TNF y ciertos factores de crecimiento (FC)52. 

 

    Está demostrado que muchas de estas citocinas son producidas por las 

neuronas o glía53,54.  

 Las citocinas pueden ser divididas esquemáticamente en54: 

CITOCINAS   

Citocinas de la inmunidad innata  TNF, IL-1, Quimiocinas, IL-12, IFN de tipo I ( IFN-α, IFN-
β), IL-10, IL-6, IL-15, IL-18, IL-23 e IL-27. 

Citocinas de la inmunidad adaptativa IL-2, IL-4, IL-5, IFN-γ, TGF-β, Linfotoxina, IL-13 e IL-17. 

Citocinas hematopoyeticas Factor de las células progenitoras (ligando de c-Kit) IL-7, 
IL-3, CSF de granulocitos-monocitos (GM-CSF) CSF de 
monocitos  (M-CSF), CSF de neutrófilos (G-CSF) 

Abreviaturas: CSF ( factor estimulador de colonias), TNF(factor de necrosis tumoral), IFN (Interferón) 
 

Cuadro 2. Muestra la clasificación de las citocinas (Abbas  et al., 2008). 
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2.3.1.1  Citocinas pro-inflamatorias 

  
     Algunas citocinas promueven la inflamación, éstas son llamadas citocinas pro-

inflamatorias, a las citocinas que suprimen la actividad de las citocinas pro-

inflamatorias, se les llama citoquinas anti-inflamatorias52.  

 

     La clase de citocinas de los mediadores de la inflamación es secretada por la 

microglía y los astrocitos que rodean las placas neuríticas Aβ.  Su producción se 

incrementa durante los estados inflamatorios52.  

 

     Entre las citocinas pro-inflamatorias se encuentran IL-1, IL-6, TNF-α, IL-12, 

IFN-γ, siendo IL-1 y TNF-α, probablemente, las más importantes en el proceso 

inflamatorio. En general, todas ellas están implicadas en la activación de 

macrófagos y polimorfonucleares (IFN-γ, TNF-α, IL-1) o linfocitos T (TNF, IL-1, IL-

12) produciendo la síntesis de otros mediadores solubles, como: prostaglandinas 

(PGs),leucotrienos (LTs), factor activados de plaquetas (PAF),  etc55.  

 

2.3.1.1.1   Factor de Necrosis Tumoral-α 
 

     El  Factor de necrosis tumoral (TNF) es el principal mediador de la respuesta 

inflamatoria y responsable de muchas complicaciones de la inflamación tanto 

crónica como aguda. El TNF se identificó como  una sustancia presente en el 

suero de animales tratados con LPS bacteriano que causaba la necrosis de los 

tumores cuando se inoculaba en los mismos y por ello se le denomina factor de 

necrosis tumoral o TNF. Posteriormente, se comprobó que tenía una multitud de 

acciones, estando implicado en procesos tan diversos como: Artritis, Esclerosis 

múltiple, tuberculosis, enfermedad inflamatoria, enfermedad de Alzheimer, entre 

otras56.  
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        El TNF puede ser producido por macrófagos, polimorfonucleares (PMN) y 

linfocitos Th1 activados. El TNF se sintetiza, en primer lugar, como un homo-

trímero en la membrana y posteriormente libera su parte extracelular por una 

enzima metaloproteasa llamada TACE, la cual, por el proceso de “shedding” va a 

liberar el TNF-α57. 

 

     El TNF-α es una proteína no glicosilada de 17 kDa57., con una longitud de 157 

aa. Esta forma es producida a partir del procesamiento de un precursor de 233 aa 

y 26 kDa de peso (pro-TNF-α). Este precursor presenta secuencias hidrofóbicas 

que le permiten su anclaje a la membrana plasmática. A partir de esta forma, por  

medio de ADAM17/TACE, se va a producir la liberación de la forma madura. Una 

vez liberada al medio, la forma soluble madura tiende a formar complejos de 

diferente número de unidades, aunque su forma activa es el trímero58.  

 

     Aunque originalmente se tomó al TNF-α como un agente antitumoral, en la 

actualidad se considera que es una de las principales citocinas implicadas en la 

inflamación, la cual forma parte de la estimulación inmunogénica y de la 

resistencia a agentes infecciosos y tumores. El rango de actuaciones en el que 

interviene es muy amplio incluyendo apoptosis, diferenciación, proliferación y 

supervivencia. El TNF-α actúa de modo autocrino y paracrino (en las células de las 

inmediaciones) a bajas concentraciones sobre los leucocitos y las células 

endoteliales, causando lo siguiente59: 

 

 Aumento en la expresión de moléculas de adhesión en las células 

endoteliales, lo que facilita la adhesión de los leucocitos59. 

 Estimula los fagocitos mononucleares y otras células a producir citocinas: 

IL-1, IL-6, entre otras59. 

 Como coestimulador en la activación de las células T, estimula la 

producción de anticuerpos por las células B59. 

 Ejerce una acción protectora frente a virus, parecida a la del interferón, y 

aumenta la expresión de MHC-I (complejo de histocompatibilidad), con lo 
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que se incrementa la posibilidad de reconocimiento de estas células por los 

linfocitos Tc59. 

 

     Si la concentración de TNF-α es muy alta, pueden ser causantes de su propia 

muerte. 

 

     A parte de estar involucrado con esta gran cantidad de funciones biológicas, se 

piensa que el TNF-α es un mediador en varias enfermedades neurológicas; 

incluyendo tanto enfermedades infecciosas e inmunológicas como en el caso de la 

esclerosis múltiple59. También es importante su participación en enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y de Alzheimer60. 

 

2.3.1.1.2.   Interleucina 1β 

 
    Es una proteína de 17 kDa sintetizada fundamentalmente por monocitos, 

aunque también la producen neutrófilos linfocitos y células endoteliales61. Es una 

citocina pro-inflamatoria que actúa como factor quimiotáctico de neutrófilos, 

monocitos y linfocitos, siendo así, un iniciador importante de la respuesta inmune, 

jugando un papel clave en la aparición y desarrollo de una compleja cascada 

inflamatoria, hormonal y celular. La principal función de la IL-1, al igual que la del 

TNF, es mediar la respuesta inflamatoria del huésped a las infecciones y a otros 

estímulos inflamatorios. La IL-1 actúa  junto con el TNF en la inmunidad innata e 

inflamación60. 

 

     Hay dos formas de IL-1, llamadas IL-1α e IL-1β, que muestran una homología 

entre sí, inferior al 30%, pero que se unen a los mismos receptores de superficie y 

median las mismas actividades biológicas. La IL-1β es escindida proteolíticamente 

por una proteasa denominada enzima de conversión de la IL-1β (ICE en ingles IL-

1β converting enzyme) para generar la proteína secretada biológicamente activa62 

(caspasa 1). 
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     Los efectos  biológicos de la IL-1 son similares a los del TNF-α y dependen de 

la cantidad de citocinas producidas. En concentraciones bajas, actúa como 

mediador de la inflamación local, actúa sobre las células endoteliales aumentando 

la expresión de moléculas de superficie60. En concentraciones mayores, entra en 

la circulación y ejerce efectos endocrinos.  

 

     Existe evidencia de un aumento de la IL-1β en el líquido cefalorraquídeo y el 

parénquima cerebral dentro de las primeras horas después de la lesión cerebral 

en los seres humanos y roedores63. Sin embargo, está documentado que la IL-1 

juega un papel importante en la degeneración neuronal. En los astrocitos, la IL-1 

induce la producción de IL-6, estimula la actividad de la iNOS64 e induce la 

producción de MCSF. Además, la IL-1 aumenta la actividad de la 

acetilcolinesterasa neuronal y la activación microglial65. 

 

2.3.1.1.3. Interleucina 6   

 
     Es una glicoproteína de 30 kDa producida por diferentes tipos  de células, 

incluyendo fibroblastos, monocitos, linfocitos  y células endoteliales. Está 

considerada como una citocina pro-inflamatoria, ya que es secretada en grandes 

cantidades tras el TNF y la IL-1 durante infecciones agudas66. 

 

     La forma funcional de la IL-6 es un homodímero en el que cada subunidad 

forma un dominio globular de cuatro hélices α66, 67. El receptor de cada IL-6 consta 

de una proteína de unión a citocinas y una subunidad transductora de señales; 

ambas pertenecen a la familia de receptores de citocinas tipo I. La subunidad 

transductora de señales tiene un tamaño de 130 kDa, ésta activa una vía de 

señalización de JAK/STAT y también es el componente de señalización de otros 

receptores de citocinas68. 

 

     Así, la IL-6 es una citocina multifuncional que juega un papel  importante  en la 

defensa del huésped 66 con efectos reguladores importantes de la respuesta 
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inflamatoria67,68 que además, tiene efectos neurotróficos tanto directos como 

indirectos en las neuronas67. La IL-6 promueve astrogliosis69, activa la microglia70 

y estimula la producción de proteínas de fase aguda71. 

  

2.3.1.1.4. Interleucina 17 

     La interleucina 17 es una proteína de 155 aa que es secretada por una 

glicoproteína con una masa molecular de 35 kDa72. Cada subunidad del 

homodímero es de aproximadamente 15-20 kDa. La estructura de la IL-17 

consiste en un péptido señal de 23 aa seguido por una cadena  de 123 aa de la 

familia IL-17. Comparando la estructura de esta Interleucina con otras, se  reveló 

que tiene cuatro cisteínas conservadas que forman dos enlaces disulfuro73. Siendo 

así la IL-17 es la única  que no tiene ninguna semejanza con las de otras 

interleucinas. Además, la IL-17 no se parece a cualquier otra proteína conocida74.  

    La interleucina 17 es una citocina que actúa como un potente mediador en 

reacciones de tipo celular  mediante el aumento de la producción de quimiocinas 

en diversos tejidos para reclutar monocitos y neutrófilos al sitio de la inflamación, 

similar al interferón gamma. Esta interleucina es  producida por células T 

cooperadoras e inducida por IL-23 cuando se presenta daño tisular destructivo en 

reacciones de tipo retardado75. La interleucina 17 responde a la invasión del 

sistema inmune por patógenos extracelulares e induce la destrucción de la matriz 

celular del patógeno. La cual actúa sinérgicamente con TNF-α y con la IL-1β76.  

 

     Numerosas funciones de regulación inmune son reportadas para la familia IL-

17 de citocinas, debido a que inducen muchas moléculas de señalización 

inmune. El papel más notable de la IL-17 es su participación en la inducción de 

respuestas pro-inflamatorias y mediadores. IL-17 comúnmente  se asocia con 

respuestas alérgicas. De igual manera, induce la producción de muchas otras 

citocinas (como IL-6,  G-CSF, IL-1β, TGF-β, TNF-α), quimiocinas (incluyendo IL-8, 

GRO-α, y MCP-1) y prostaglandinas (por ejemplo: PGE2) de muchos tipos de 

células (fibroblastos, células endoteliales, células epiteliales, queratinocitos y 

macrófagos)76,77.  
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     La función de la IL-17 también es esencial para un subconjunto de células 

CD4+ T, llamadas T helper 17(T h 17). De igual manera, está relacionado con 

muchas enfermedades inmunes / autoinmunes incluyendo artritis reumatoide, 

asma, enfermedades neurodegenerativas, entre otras77. 

 

2.3.2  Péptido Amiloide-β e Inflamación 
 

 

     La inflamación es una respuesta inmunológica protectora fundamental, pero 

cuando no es regulada, puede llegar a ser un cofactor importante en la 

patogénesis de muchas enfermedades humanas crónicas, incluyendo EA78. Los 

astrocitos y la microglía son células que juegan un papel fundamental en el 

proceso de inflamación, las cuales desempañan múltiples funciones en la 

organización y mantenimiento de la estructura y la función79 del cerebro. Recientes 

investigaciones sugieren que los astrocitos y la microglía modulan dinámicamente 

el procesamiento de la información, la  transmisión de la señal y la regulación de la 

plasticidad neuronal y sináptica80. Estas células dotan a las neuronas con el 

soporte metabólico y también regulan el crecimiento dendrítico, además de ser 

guía de axones81. Estas células tienden a localizarse alrededor de las placas 

amiloides, lo que sugiere que la deposición de Aß es un potente desencadenante 

de la activación astroglial en el cerebro con EA.  

 

     Microglia, astrocitos y neuronas son los responsables de activar la reacción 

inflamatoria mediante las citocias e interleucinas82. Recientemente, se ha 

demostrado que Aß promueve la activación de NF-kB en el hipocampo y la corteza 

prefrontal a través de una vía dependiente de TNF-α83. Corroborando estos 

hallazgos, Carrero y sus colegas encontraron que los niveles de NF-kB se 

incrementan en astrocitos después de administrar Aß en la corteza de rata. 

Aunque estos autores no han relacionado experimentalmente la activación de NF-
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kB a la regulación de TNF-α, IL-1β y los niveles de COX-2,  es probable que esta 

ruta condujera a la expresión de estas proteínas en respuesta a Aß84 (Figura 6)84.  

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Carrero y sus colegas investigaron los mecanismos  de la activación astroglial 

en respuesta a  oligómeros Aß en la corteza de rata in vivo. La inyección de  

oligómeros  de Aß en la corteza,  evidencia  la activación del factor transcripcional 

factor nuclear kB (NF-kB) sobre la regulación de mediadores inflamatorios críticos, 

a saber, TNF-α, IL-1β y la ciclooxigenasa-2 (COX-2)85 (Figura 7)86. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Los péptidos Aß son 
pro-inflamatorias. Estos activan  
microglia y astrocitos que liberan  
mediadores  inflamatorios. Los 
cuales activan NF-kappa β, que 
también se activa por estrés 
oxidante. La activación patológica 
de NF-kB activa BACE1, lo que 
aumenta los  niveles del péptido Aß, 
creándose así un círculo vicioso. 
(Chami et al., 2012) 

  

 
 
Figura 7. Carrero y sus colegas 
mostraron que los oligómeros  de 
Aß42 activan NF-kB, que 
probablemente es el resultado de la 
sobre regulación de mediadores 
proinflamatorias (TNF-α, IL-1β y 
COX-2) (Medeiros et al., 2013) 
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    En particular, está demostrado que estas vías inflamatorias juegan un papel 

crítico en la patogénesis de la EA. Dentro de esta vía inflamatoria encontramos a 

las citocinas, las cuales, son importantes moduladores de la comunicación 

neuronal y la desregulación en su producción podría contribuir a desencadenar 

diferentes patologías, ya que son reguladoras clave para la respuesta inmune 

innata y adaptativa. En el cerebro, las proteínas más notables son: de las 

citocinas; el factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-α), interleucina-1-beta (IL-1β), 

interleucina-17 (IL-17) y interleucina-6 (IL-6); la familia de interferon-gamma (IFN-

γ) y el factor de  crecimiento transformante- beta (TGF-β). Todos ellos actúan en 

contexto para modular los procesos inflamatorios que afectan la permeabilidad de 

la BHE87. 

 

     Estudios recientes han utilizado animales transgénicos con modificaciones 

específicas de los genes que expresan la IL-1β para investigar la contribución de 

la inflamación en  la neurodegeneración 88 y muestran que los ratones con 

deficiencia de IL-1β  muestran una reducción en la muerte celular a pesar de que 

los animales son sometidos a diferentes daños neuronales.  Esto indica la 

importancia que tiene la  IL-1β en la promoción del progreso de la 

neurodegeneración. Así mismo, está demostrado que la IL-1β induce la expresión 

de la iNOS que desencadena la liberación de NO en las células gliales (astrocitos 

y microglia) y causan  estrés oxidante89. 

 

2.4. Estrés oxidante 
       

     En el periodo de 1956-1966, Rebeca Gerschman, como parte de su teoría de la 

toxicidad del oxígeno, formuló la hipótesis de que: “Un aumento de la presión 

parcial de oxígeno o disminución de las defensas antioxidantes llevan igualmente 

a un daño celular”. Con base a esas ideas, en 1985 Helmut Sies elaboró el 

concepto de estrés oxidante como una situación de desequilibrio con un aumento 

de oxidantes o con una disminución de antioxidantes90 (Cuadro 3). Al romperse 
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este equilibrio, las especies reactivas aumentan, se producen daños al ADN, a las 

proteínas y a los lípidos. Estos daños pueden ser reversibles al ser reparados o al 

remplazar a las moléculas dañadas. Sin embargo, si en la célula se producen 

especies reactivas en exceso, o bien, los sistemas antioxidantes de la célula no 

responden adecuadamente, la célula puede morir91. 

 

Oxidantes Antioxidantes 

Peroxinitrito  

Radical hidroxilo 

Radical alquilo 

Radical peroxilo 

Radical alcoxilo 

Hidroperóxidos orgánicos 

Oxígeno singulete 

 

Pro-oxidantes 

Radical superóxido 

Peróxido de hidrógeno 

Óxido nítrico 

Ubisemiquinona 

Enzimáticos 

Superóxido dismutasa 

(Mn-SOD y Cu, Zn-SOD) 

Catalasa 

Glutatión peroxidasas 

(Se-dependiente y Se-independiente) 

 

 

No enzimáticos 

Glutatión reducido 

α-tocoferol 

Ácido ascórbico 

 
 

2.4.1. Radicales libres 
 

    Un radical libre es un átomo o molécula neutra o cargada, que contiene uno o 

más electrones desapareados, ya sea por pérdida o ganancia de estos. La 

existencia de electrones desapareados incrementa la reactividad de la especie 

química, pues los electrones tienden a aparearse con un electrón libre de otro 

átomo o molécula. Los radicales libres se generan por la adición o remoción de un 

electrón en una reacción de óxido-reducción, durante el metabolismo de la 

célula78.  

Cuadro 3. Principales oxidantes, prooxidantes y antioxidantes en las células de los mamíferos 

(Konigsberg et al., 2008). 
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     Actualmente los radicales libres también son conocidos como especies 

reactivas de oxígeno (EROs) y especies reactivas de nitrógeno (ERNs).      Según 

Halliwell, en 1996, tanto EROs como ERNs son términos globales que incluyen 

radicales y algunos no radicales (Cuadro 4) que son agentes oxidantes del 

oxígeno y del nitrógeno. Algunos radicales a veces aparecen clasificados en 

ambas categorías77. 

 

Radicales 

 

No Radicales 

 

Hidroxilo              ·OH 
 
Alcoxilo               RO· 
 
Hidroperoxilo      HOO· 
 
Superóxido         O2·- 
 
Peroxilo              ROO· 
 
Óxido nítrico       NO· 
 
Dióxido de     NO2· 
Nitrógeno 

 
Peróxidos orgánicos      ROOH 
 
Oxígeno singulete           1O2 

 
Peróxido de hidrógeno  H2O2 

 
Ácido hipocloroso          HClO 
 
Ácido nitroso                 HNO2 

 
Catión nitrilo                  NO2

+ 

 
Peroxinitrito                   ONOO- 

 
Ácido peroxinitroso       ONOOH 
 
Alquil peroxinitritos       ROONO 
 
Ozono                           O3 

 
Ácido hipobromoso     HBrO 

 

 

 

 

     Son muchas las EROs que actúan como oxidantes biológicos. La capacidad de 

cada radical o ERO viene determinada desde el punto de vista químico, por cuatro 

características básicas, como son: reactividad, especificidad, selectividad y 

difusibilidad. El O2• es el mayor reductor, la simple adición de un protón da lugar a 

Cuadro 4. Nomenclatura de las principales especies reactivas del oxígeno 

(EROs). Modificada de Halliwell y Whiteman (2004). 
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la formación de H2O2 convirtiéndose en un agente  oxidante muy activo, selectivo y 

específico. El O2•  no es particularmente reactivo con lípidos, glúcidos o ácidos 

nucleicos y exhibe reactividad limitada con determinadas proteínas.78 El O2• 

reacciona con proteínas que contienen metales  en su grupo prostético. El OH•, 

sin embargo, reacciona con cualquier molécula que tenga cerca, sin especificidad 

alguna y el peligro radica en la importancia funcional del compartimiento celular en 

el que se origina o la molécula a la que ataque. Así pues, si ataca al ADN puede 

producir o generar graves alteraciones. Por  el contrario, si la producción del 

radical tiene lugar en un entorno como el plasma y la molécula dañada es una 

enzima que se encuentra presente en gran cantidad, el daño biológico real será 

prácticamente imperceptible 78, 92. 

 

     Los radicales libres se producen de forma natural  como intermediarios o 

productos de numerosas reacciones oxidativas de las células, así como a través 

de diversos procesos físico-químicos o de bio-transformación93. También existen 

fuentes externas, es decir, de origen tanto endógeno como exógeno. Los EROs 

pueden producirse a través de la exposición a oxidantes del medio ambiente, 

tóxicos y metales pesados que pueden perturbar el equilibrio entre las reacciones 

de reducción celular y  las de oxidación, alterando la normalidad de las funciones 

biológicas77(Figura 8). 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Ataque de los radicales libres a una célula 

(Austad, 1997) 
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2.4.1.1. Fuentes  endógenas 

 
Las principales fuentes endógenas de radicales libres en la célula son94,95:  

 

 La cadena de transporte de electrones mitocondrial, a nivel fisiológico es 

considerada como la mayor fuente de formación de radicales libres de 

carácter accidental. Del total del oxígeno que llega a la mitocondria, la 

cadena de transporte de electrones es la responsable de la formación del 

anión superóxido que por acción de la supéroxido dismutasa pasa a 

peróxido de hidrógeno y éste a radical hidroxilo mediante la reacción de 

Fentón o de Haber-Weiss. Cualquier situación que produzca un aumento en 

el consumo de oxígeno aumentará de forma proporcional a la generación 

del radical superóxido 82,83. 

 

 Sistema xantina-oxidasa. La xantina-oxidasa es la primera oxidasa 

identificada como productora de radicales libres. Esta enzima cataliza la 

oxidación de un gran número de sustratos endógenos; como las purinas, 

pirimidinas, aldehídos y exógenos como el etanol. Está considerada como 

una enzima constituyente del catabolismo de las purinas en la mayoría de 

las células, cataliza los pasos terminales de la vía de degradación  de la 

purina o de la oxidación de hipoxantina a xantina y de la última a ácido 

úrico, acoplando a dicha oxidación una reducción monovalente del oxígeno 

molecular. Como consecuencia se producen peróxido de hidrógeno y anión 

superóxido82,83. 

 

 Metabolismo del ácido araquidónico. El ácido araquidónico es un ácido 

graso insaturado de cadena larga que posee cuatro dobles enlaces. Es un 

precursor de las prostaglandinas, leucotrienos y troboxanos, los cuales, al 

sintetizarse se oxidan por acción de la ciclooxigensas y lipooxigensas, 

generando anión superóxido cuando hay NADH o NADPH disponibles. Al 
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mismo tiempo, pueden generarse peróxidos intermedios tanto por la vía de 

la ciclooxigenasa como por la vía de la lipooxigenasa82,83. 

 

 Fagocitos y otras fuentes de radicales. Las células fagocíticas constituyen 

otra fuente biológica importante de radicales libres, principalmente de anión 

superóxido82,83. 

 

 Formación de hemoglobina y mioglobina. La oxidación de estas 

hematoproteínas pueden producir radicales libres de oxígeno. 

 

 El transporte electrónico microsomal (reacciones de hidroxidación). 

Denominado como citocromo p450 es, en realidad, un conjunto de 

citocromos localizados en el retículo endoplásmico y otros organelos 

implicados en la oxidación de sustratos a expensas de oxígeno que 

requiere poder reductor en forma de NADPH, aportado por la NADPH-

citocromo p450 reductasa, liberando peróxido de hidrógeno y anión 

superóxido82,83. 

 

 NADPH.  La nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa (NADPH ox) 

es un complejo enzimático que fue identificado en células fagocíticas como 

neutrófilos, eosinófilos, monocitos y macrófagos96; posteriormente se 

encontraron análogos de esta enzima en células no fagocíticas97. La 

función de este complejo enzimático es la generación del O2°
- por medio de 

la extracción de electrones de su sustrato, el NADPH intracelular, y que 

posteriormente son transferidos al oxígeno molecular para generar98 O2°
-, 

es decir, la oxidación del NADPH y la reducción del oxígeno molecular 

(Reacción 1).        2O2 + NADPH  2O2
°- + NADP+ + H+ 

 

     El anión superóxido generado por la NADPH ox es utilizado como 

materia prima para la producción  de otras EROs que se utilizan para la 

defensa del hospedero. Por otro lado, si existe una sobreactivacion de esta 
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enzima entonces se generan daños colaterales significativos debido a la 

presencia de las EROs (Figura 9)99. 

 

 

 

 

 

2.4.1.2. Fuentes exógenas 

 
     Como se ha comentado anteriormente, también existe un origen exógeno de  

 

 

     

2.4.1.2   Fuentes exógenas 

    También existe un origen exógeno de EROs. Dentro de este grupo destacan las 

radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioleta, luz visible en presencia de 

fotosensibilizadores y activación de xenobióticos que ejercen su acción tóxica 

mediante sus productos intermediarios reactivos considerados como radicales 

libres. Entre ellos se encuentran diversos pesticidas, el humo del tabaco, 

antimicrobianos como la adriamicina,100,101 fármacos anticancerígenos67 y otros 

medicamentos67 capaces de incrementar el estrés oxidante102,103. 

 

     Aunque tradicionalmente las EROs, se han observado desde un punto de vista 

negativo para la función y la viabilidad celular, también juegan un papel importante 

en el origen de la vida y la evolución biológica con efectos beneficiosos en los 

organismos. En los últimos años se reconoció y revaluó la función de las EROs y 

su papel en funciones de la señalización  y de la modulación de la expresión 

génica. De hecho no es fácil catalogar a las EROs como moléculas beneficiosas o 

dañinas. Según Jackson y colaboradores en el 2002, todo depende del proceso 

celular que se analice, para ello estos autores toman dos ejemplos:  

 

Ll 

Figura 9. Productos de la NADPH. El 
superóxido se dismuta a peróxido de 
hidrógeno. El  H2O2 y el O2°- pueden 
reaccionar para producir  el  °OH en 
presencia de iones metálicos. El H2O2 

puede también servir como un sustrato 
para la mieloperoxidasa (MPO) mediando 
la oxidación de haluros. Las EROs pueden 
entonces  producir daños al interaccionar 
con  los constituyentes celulares (Cross et 
al., 2004) 
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     El papel de las EROs en los procesos de inflamación también puede ser 

ambivalente. Son vistos como beneficiosos en el papel pro-inflamatorio ya que 

proporciona un perfeccionamiento en la respuesta inmune siguiendo a la infección.    

Por otro lado, las EROs causan oxidación a biomoléculas tales como lípidos, 

moléculas de colesterol, glúcidos, proteínas y ácidos nucleicos; las cuales son 

susceptibles de ser atacadas in vivo por radicales libres. 

   

     Particularmente el  cerebro es vulnerable al estrés oxidante ya que presenta 

una elevada tasa metabólica derivada de la glucosa, posee niveles muy bajos de 

defensas antioxidantes, contiene altas concentraciones de ácidos grasos 

poliinsaturados; que son posible blanco de la peroxidación lipídica78. 

 

       2.4.2   Péptido Amiloide-β y estrés oxidante 
 

 

     El péptido Aβ induce efectos neurotóxicos a través de formas extracelulares e 

intracelulares. La toxicidad de los Aβ es difícil de precisar debido a que su 

agregación in vivo genera diversas formas: monómeros, oligómeros solubles, 

oligómeros insolubles, fibrillas amiloides, etc. Algunos estudios han demostrado 

que el Aβ soluble no es tóxico, pero al formar las fibrillas adquiere las propiedades 

dañinas104.  

      

     Mediante la utilización de ensayos in vitro se sabe que los péptidos que 

contienen al fragmento hidrofóbico 29-35 (GAIIGLM) forman lentamente 

agregados estables y se transforman en neurotóxicos después de un proceso de 

incubación. En cambio el fragmento 25-35 (GSNKGAIIGLM), descrito como la 

parte más tóxica del péptido, se agrega rápidamente y es neurotóxico de forma 

inmediata105.  Todos estos estudios demuestran que es necesaria la transición del 

péptido de una forma soluble monomérica a una insoluble o fibrilar para que sean 

tóxicos a la célula y que esto es el resultado de un cambio al azar en su estructura 

secundaria (α-hélice) a una de lámina β106. Asimismo, en 1999 Walsh y 
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colaboradores reportaron que los monómeros y dímeros del Aβ no son tóxicos 

para las células, mientras que oligómeros agregados de bajo peso molecular 

llamados protofibrillas sí lo son107. 

 

     La toxicidad de los oligómeros o grandes agregados de fibrillas se ve reflejado 

en la afectación de los procesos celulares fundamentales. Por ejemplo, la 

interacción de las placas con las membranas celulares podría causar daños por 

bloqueo mecánico de los intercambios celulares con el exterior o bien, al aumentar 

los radicales libres y así generar estrés oxidante108.  Los péptidos Aβ  se generan 

en respuesta a la degeneración celular ó bien son la causa de la degeneración109, 

y éstos, en su etapa inicial de agregación, generan a las especies reactivas de 

oxígeno  110 (Figura 10)111. 

 

     Los estudios de Behl y colaboradores112 sugieren que estos péptidos pueden 

generar un aumento en los niveles de H2O2 y, en especial, cuando existe la 

interacción del Aβ con metales como el Fe y el Cu genera además EROs 

altamente tóxicas (Figura 11)113.  

Figura 10. Los oligómeros  solubles junto 
con sus iones metálicos con actividad 
redox son potenciales responsables de la 
generación  del H2O2. (Tabner et al 2010) 
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     Diversos estudios indican que la presencia de iones metálicos puede ser 

fundamental tanto para la fibrilización del Aβ, como para la iniciación de la 

generación de especies de oxígeno reactivas (EROs) relacionadas con el proceso 

de estrés oxidante114. Mediante ensayos in vitro se conoce que en ausencia de 

estos iones metálicos, el Aβ es monomérico y presenta una conformación α-hélice 

y no forma agregados115. Estudios epidemiológicos han sugerido una alta 

incidencia de la enfermedad de Alzheimer asociada con niveles ambientales 

elevados de Al3+, Zn2+ y Fe3+ 116. Asimismo, se detectó un alto contenido de Al3+, 

Fe3+, Cu2+ y Zn2+ en el cerebro de pacientes con esta enfermedad. 

 

     Bush y colaboradores en 1999  sugirieron que el Cu2+ juega un papel 

importante en el estrés oxidante producido por el Aβ117. Estos investigadores 

proponen que el Aβ provee de un electrón al Cu2+ unido al péptido, formando 

Cu1+118. 

 

Figura 11. Formación de EROs  por interacción de Aβ con Fe
2+

 y Cu
+ 

(Modificado de Martinez Lazcano et.al., 2010) 
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     Atwood y colaboradores119, han caracterizado al Aβ como una metaloproteína 

que une iones de elementos de transición por medio de tres histidinas (posiciones 

6,13 y 14) y una tirosina (posición 10), localizadas en la parte hidrofílica N-terminal 

del péptido, y una metionina 35 en la región lipofílica C-terminal120. Algunos 

estudios indican que los residuos de histidina son importantes para la agregación 

del Aβ, ya que la ausencia de histidinas121, o la modificación de estos residuos, 

disminuye notablemente la agregación del Aβ promovida por el Cu2+, Zn2+ o 

Fe3+122. 

 

     Por otra parte, los péptidos que pierden la metionina 35 tienen una baja 

capacidad de reducir al Cu2+. La sustitución de este residuo por otro aminoácido 

elimina la acción prooxidante del péptido 25-35123 y disminuye la oxidación de 

proteínas, así como su neurotoxicidad124. Sin embargo, la presencia de la 

metionina 35 no es suficiente para explicar la actividad redox del péptido y su 

neurotoxicidad ya que, en la rata, el Aβ que posee la metionina 35 carece del sitio 

clave de unión a iones metálicos (histidina 13). 

 

     El grupo de Butterfield se propuso un modelo de estrés oxidante para explicar 

la neurotoxicidad del Aβ basada en el residuo metionina 35. Este aminoácido está 

asociado con la formación de fibrillas y la generación de estrés oxidante, lo cual, 

se demuestra en ensayos in vitro, en los que se sustituyó este residuo por un 

aminoácido del mismo tamaño y la misma hidrofobicidad que la metionina, pero 

con un grupo -CH2 en lugar del átomo de azufre del grupo tioeter de la metionina. 

Este cambio no provoca oxidación de proteínas o toxicidad en ensayos realizados 

con neuronas de hipocampo aún en presencia de Cu2+ 125. La metionina 35 es el 

residuo más susceptible a la oxidación in vivo, especialmente bajo condiciones de 

estrés oxidante126. El estudio de placas seniles que contienen al Aβ 1-40 muestra 

una gran proporción de metionina sulfóxido127. Se conoce que la oxidación de 

residuos de metionina altera significativamente la estructura secundaria de los 

mismos e induce una estructura de lámina β127. 
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     Existen otros mecanismos por los cuales se manifiesta la toxicidad del Aβ, que 

incluyen: Formación de poros en la membrana que causa una pérdida en la 

homeostasis del calcio y el flujo de Ca2+ hacia las neuronas128.  Se demostró que 

el fragmento Aβ (25-35) induce la formación del poro129.Por otro lado, el Aβ se une y 

modifica la función de la enzima alcohol deshidrogenasa, promoviendo, así, la 

disfunción mitocondrial. Las mitocondrias juegan un papel importante en la célula, 

ya que estas producen la energía que se requiere. El desequilibrio entre la 

producción de EROs mitocondrial y el nivel intracelular de defensas antioxidantes 

conlleva al estrés oxidante. EROs también puede causar daño oxidante al ADN 

nuclear y mitocondrial, este daño incluye modificación en los pares de base, rotura 

de la hebra y entrecruzamiento del ADN130.  

 

     Varios informes sugieren que Aβ incrementa el estrés aumentando la 

peroxidación lipídica. Debido a que los lípidos son componentes de la membrana, 

la interacción de los  oligómeros y  protofibrillas de Aβ  con ésta provoca el 

deterioro de los procesos celulares originando estrés oxidante,  aumento de la 

concentración de iones de calcio e inflamación, que a la larga conduce a la muerte 

celular131. 

 

2.4.3   Peroxidación Lipídica 
 

     La peroxidación lipídica (PL) es un mecanismo conocido de daño celular, 

siendo  por ello utilizado en ocasiones como indicador del estrés oxidante y 

también como biomarcador de contaminación ambiental.  

 

     Los ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son fundamentales en la célula ya 

que forman parte de los fosfolípidos de las membranas celulares y son 

responsables de su fluidez. Se encuentran en todas las membranas de la célula. 

Su función es mantener la integridad celular. Los PUFAs son las moléculas  

biológicas más susceptibles al estrés oxidante. A su degradación se le denomina 

peroxidación lipídica. Esto se debe a que poseen dobles enlaces C=C de tipo cis 
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separados por un CH2 alílico lo que les hace especialmente susceptibles al ataque 

de los radicales libres. Esta peroxidación es el efecto más importante de los 

radicales libres en la célula, ya que la destrucción y ruptura de los PUFAs, junto 

con la formación de puentes disulfuro en las cadenas proteicas provoca un 

desmoronamiento de la estructura de membrana que conduce a la perdida de la 

permeabilidad y, por tanto, a la muerte celular132.  

 

    El daño a los lípidos consta de tres etapas; iniciación, propagación y 

terminación (véase figura 12). 

 

 

 

 

    Como consecuencia de la peroxidación lipídica, se produce una alteración en la 

conductibilidad, fluidez, permeabilidad y transporte de las membranas.  

 

  Si consideramos que los ácidos grasos son los componentes principales de la 

membrana, al alterarlos vamos a provocar la destrucción de la membrana, y por 

ello, de la célula. Los fosfolípidos; en los que al menos una de sus moléculas 

esterificadas es un ácido graso polinsaturado, constituyen los elementos 

moleculares básicos de las membranas celulares al mismo tiempo que 

Figura 12. Proceso de peroxidación lipídica iniciada por el radical R• 
(Boots et al., 2008) 
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representan objetivos potenciales y especialmente selectivos para el ataque de las 

EROs133.  

 

     El grado de lesión de la membrana celular puede ser escaso y no llegar a 

suponer importantes cambios en la composición de sus componentes lipídicos. Sin 

embargo, esto puede ser suficiente como para potenciar la susceptibilidad de la 

membrana a daños oxidativos posteriores134. 

2.5. Antioxidantes 
 

      A pesar del daño oxidativo que puede generar el estrés oxidante, el organismo 

cuenta con una serie de sistemas de defensa antioxidante que intentan neutralizar 

la agresión; de tal manera que definimos un antioxidante como “cualquier 

sustancia que, en bajas concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, 

retrasa o previene la oxidación del mismo”135. De tal manera que su función 

primordial en nuestro organismo es protegernos del daño oxidativo que causan 

moléculas conocidas como radicales libres, entre otras. Las defensas 

antioxidantes de nuestro organismo son indispensables para preservar nuestra 

salud. La evidencia actual demuestra que patologías crónicas, tales como 

demencias, la enfermedad de Alzheimer  y el proceso biológico del envejecimiento 

se aceleran en función de la magnitud del estrés oxidante136. 

 

     Aproximadamente un 2 % del oxígeno consumido por un organismo normal va 

a la formación de EROs de las cuales varias son radicales libres137. Cuando la 

generación de EROs sobrepasa las numerosas barreras de defensas 

antioxidantes del organismo, se produce gran aumento en el daño por lesión 

química de las estructuras biológicas; a este proceso le denominamos estrés 

oxidante. En consecuencia, las defensas antioxidantes del organismo son claves 

para el control de enfermedades crónicas138.   
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     Los antioxidantes son elementos esenciales para proteger de la oxidación a las 

macromoléculas biológicas (Cuadro 5). Las defensas antioxidantes de los 

organismos son de tipo enzimático y no enzimático. La primera defensa 

antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo enzimático. Las enzimas 

antioxidantes requieren de la presencia de metales como Cu, Fe, Mg, Zn o Se 

para su acción; a los que suelen llamarles metales antioxidantes. Las más 

importantes son la catalasa, la superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa que 

requieren Fe+2, Zn+2 y Cu+2 o Mn+2 y Se+2. La segunda barrera antioxidante es de 

tipo no enzimática y está dada por compuestos antioxidantes que actúan tanto a 

nivel celular como extracelular. Son los responsables de la capacidad antioxidante 

de los fluidos biológicos; como el plasma, y de la protección del daño oxidativo de 

las distintas partículas y macromoléculas circulantes. Esta segunda defensa 

antioxidante está formada por distintos compuestos que se clasifican en 

endógenos y exógenos. A diferencia de las enzimas antioxidantes, las sustancias 

antioxidantes se modifican al reaccionar con los radicales libres y necesitan ser 

reemplazados.  

 

SISTEMA  FUNCIÓN 

Enzimas 

Superóxido dismutasa      

Catalasa 

Glutatión peroxidasa (GPx) 

Glutatión reductasa (GRed) 

Glutatión-s-transferasa (GST) 

Metionina sulfóxido reductasa 

Peroxidasa 

 

Antioxidantes del plasma/suero 

Ácido úrico 

Albúmina 

Bilirrubina 

Glutatión reducido (GSH) 

 
 
Eliminación de radical superóxido 
Eliminación de hidroperóxidos. (e.j. H2O2) 
 
Eliminación de hidroperóxidos. 
 
Redución de glutatión oxidado. 
 
Eliminación de peróxidos lipídicos. 
Reparación de residuos oxidados de metionina. 
Descomposición de peróxido de hidrógeno y peróxidos 
lipídicos. 
 

 
 
Captador de oxígeno singulete y radicales libres. 
Actividad peroxidasa en presencia de GSH. 
 
Captación de radicales peroxilo. 
 
Sustrato para la acción de los enzimas GPx y GST y 
captador de radicales libres. 
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Ubiquinol (Coenzima Q) 

 

Antioxidantes de la dieta 
 
Ácido ascórbico 
 
 
Tocoferoles 

 

Carotenoides 
 
 
Compuestos fenólicos 

            Captador de radicales libres. 

 

 

 
Reacción con superóxido, oxígeno singulete y radical 
peroxilo. Regeneración de tocoferoles. 
 
Protección de membranas lipídicas. Bloqueo de la 
cadena de reacciones de peroxidación. 
 
 
Desactivación del oxígeno singulete. Bloqueo de la 
cadena de reacciones de peroxidación. 
 
Captación de radicales libres y actividad quelante de 
metales 

 

   

 

   Algunos de origen endógeno son: glutatión, urato, ubiquinol y proteínas 

plasmáticas que son reemplazados por síntesis. Los de origen exógeno, es decir, 

provienen de la dieta y para ser reemplazados necesitan ser nuevamente 

ingeridos en ésta. Estos compuestos antioxidantes, llamados hoy antioxidantes 

dietarios, son fundamentales para la prevención de enfermedades ya que son 

fácilmente modificables; algunos bien conocidos (vitamina C, vitamina E, 

carotenoides y Se) y otros Polifenoles139. 

 

     Los antioxidantes polifenólicos constituyen uno de los grupos más numerosos y 

ampliamente distribuidos con una lista de más de 8000 estructuras que sigue en 

continuo crecimiento. Estos compuestos son esenciales tanto en la fisiología como 

en la morfología de los vegetales. Se encuentran prácticamente en todas las 

plantas y por tanto están integrados en la dieta humana140. 

 

Existen numerosas clasificaciones, pero la más usual está determinada por 

el número de anillos fenólicos que contienen y la unión entre éstos. A partir de 

esta clasificación se distinguen dos grandes grupos de moléculas, polifenoles 

flavonoides y no flavonoides, siendo el primero el más numeroso141 (Cuadro 6). 

Cuadro 5. Basado en Beckman y Ames (1998), Fang et al. (2002) y Lee et 

al. (2004) 
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2.5.1. Flavonoides 
 

     Los flavonoides constituyen el grupo más importante dentro de la clasificación 

mencionada arriba, la cual cuenta con más de 5000 compuestos. Fueron 

descubiertos por el premio Nobel Szent-György, quien, en 1930, aisló una 

sustancia de la cáscara del limón, la citrina, que regula la permeabilidad de los 

capilares. En un principio, los flavonoides se denominaron como vitamina P (por la 

permeabilidad capilar del sistema circulatorio humano) o vitamina C2 (porque se 

comprobó que algunos flavonoides tenían propiedades similares a la vitamina C). 

Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser 

confirmado y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950142. 

 

     Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas  verdes, 

sobre todo en las angiospermas; sólo algunos se han detectado en hongos y 

algas. Se encuentran prácticamente en todas las partes de la planta: fruto, semilla, 

Cuadro 6. Polifenoles y su clasificación: No flavonoides y Flavonoides. 
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corteza, etc. Son los pigmentos responsables de las coloraciones amarilla, naranja 

y roja de esas partes en las plantas. El termino flavonoide se refiere a un grupo de 

compuestos químicos que comparten un esqueleto común de tres anillos143 

(Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Esta estructura básica se compone de dos anillos bencénicos (A y B) unidos 

por un pirano (C)144, lo que  permite una multitud de sustituciones y variaciones 

que determinan las distintas clases de flavonoides145. Los flavonoides se 

encuentran a menudo hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3ʹ, 4´ y 5´. La 

presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posición 3 determina la 

subdivisión en las dos clases principales de flavonoides; los 3-hidroxiflavonoides 

(flavanoles, flavonoles, proantocianidinas o taninos condensados) y los 

flavonoides no hidroxilados en posición 3 (flavonas, isoflavonas, flavanonas)146. 

 

     Los flavonoides actúan como potentes agentes quelantes de metales y 

secuestradores de radicales. Se cree que su actividad antioxidante reside, 

principalmente, en su habilidad para donar átomos de hidrógeno y así,”barrer” los 

radicales libres generados durante la peroxidación lipídica147,148. 

 

     Los flavanoles predominantes son la catequina y su isómero epicatequina, la 

galocatequina y su isómero epigalocatequina, y los ésteres con ácido gálico en 

posición 3 como el epicatequín galato y el epigalocatequín galato. Los flavanoles 

Figura 13. Estructura básica de los flavonoides. 
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glicosilados son poco frecuentes, algunas fuentes de flavanoles en la dieta son el 

té, las frutas y las legumbres149. 

 

     La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos se ve determinada por su 

estructura química, por lo que existen grandes diferencias en la efectividad 

antioxidante entre los distintos grupos de compuestos. Los compuestos fenólicos 

pueden actuar como antioxidantes mediante dos mecanismos principales104: 

 

 Como captadores de radicales libres. Los compuestos fenólicos pueden 

actuar como donantes de hidrógeno o electrones en reacciones de 

terminación que rompen el ciclo de generación de nuevos radicales libres, 

deteniendo las reacciones en cadena en las que están implicados los 

radicales libres. El radical fenoxilo generado es menos reactivo ya que se 

estabiliza por resonancia con los electrones p del anillo aromático.  

 

 Como quelantes de metales. Esta acción requiere la presencia de grupos 

hidroxilos cercanos en el anillo aromático. De este modo, los  o-

dihidroxifenoles son secuestradores efectivos de iones metálicos e inhiben 

la generación de radicales libres por la reacción de Fenton.  

 

 El grado de polimerización de los compuestos fenólicos tiene un 

marcado efecto sobre la actividad antioxidante. Así, los compuestos 

poliméricos son más potentes como antioxidantes que los monómeros. 

 
 

2.5.1.1. Epicatequina 
 

     La epicatequina es un tipo de flavonoide presente en una gran cantidad de 

vegetales. La catequina, la epicatequina y epigalocatequina son los flavonoles 

más comunes y suelen ser denominados genéricamente como catequinas 
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    Las cantidades individuales de catequina y epicatequina, presentes en la 

naturaleza, son pequeñas y variables. En la actualidad han despertado un gran 

interés debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles implicaciones 

beneficiosas en la salud humana, tales como el tratamiento y prevención de 

cáncer, envejecimiento y otras patológicas de carácter inflamatorio104. 

 

    Los efectos fisiológicos asociados a la epicatequina se deben a la estructura de 

la misma (Figura 14). 

 

 

 

      Siendo su principal propiedad la formación de complejos con proteínas, la 

formación de quelatos con iones metálicos y la capacidad para eliminar radicales 

(capacidad antioxidante), también pueden disminuir la lipoperoxidación en 

membranas biológicas. La epicatequina  es capaz de incrementar los niveles de 

colesterol HDL, disminuir la cantidad de colesterol LDL y proteger de la oxidación 

a la LDL150. Diversos estudios demuestran que algunos flavonoides del chocolate, 

particularmente la catequina y la epicatequina,  tienen un  efecto antiplaquetario 

similar al de la aspirina151. En otro estudio se encontró una reducción en la 

activación plaquetaria en personas que consumían 100 g de chocolate amargo al 

día, mientras que las que consumían chocolate blanco o chocolate con leche no 

presentaron este efecto152; probablemente la leche puede inhibir la absorción 

intestinal de los flavoniodes. También está demostrado que la epicatequina 

contenida en el chocolate tiene la capacidad de mejorar la función endotelial 

mediante el incremento en la producción de ON153. Está comprobada la capacidad 

de la epicatequina  para aumentar la expresión de la eNOS154, inhibir la oxidación 

Figura 14. Estructura básica de la catequina y epicatequina. 
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de óxido nítrico a peroxinitrito y aumentar la biodisponibilidad del óxido nítrico. 

Todo esto contribuye al mejoramiento de la presión sanguínea debido a que el 

óxido nítrico es un vasodilatador, además de disminuir el estrés oxidativo, mejorar 

la función endotelial y aumentar la sensibilidad de la insulina155. 

 

     Estudios in vivo muestran que la administración crónica de epicatequina, en 

combinación con el ejercicio físico, mejora la memoria espacial; que se debe al 

incremento en la proteína Akt que activa a la óxido nítrico sintasa endotelial 

(eNOS), promueve la angiogénesis y aumenta la densidad neuronal en regiones 

como el giro dentado del hipocampo, núcleo muy importante en el procesamiento 

de la memoria. 

 

2.5.1.2. Resveratrol 
 

      Existen distintos alimentos y bebidas de origen vegetal que contienen varios 

tipos de compuestos fenólicos. Entre estos compuestos, el resveratrol es 

identificado como el más activo de los estilbenos (fitoalexinas). Fue detectado en 

las uvas por primera vez en 1976 por Langcake y Pryce. El interés por este 

compuesto despertó cuando estudios epidemiológicos revelaron una relación 

inversa entre el consumo de frutas y bebidas ricas en resveratrol; como las uvas y 

el vino, y la aparición de  enfermedades cardiovasculares. Con el paso de los años 

se han realizado numerosos estudios sobre las cualidades de esta molécula para 

mejorar la salud humana, y se han demostrado sus efectos en enfermedades 

como el cáncer, la diabetes mellitus, la obesidad156, enfermedades 

cardiovasculares; los cuales son atribuidos al control de la agregación plaquetaria, 

la vasodilatación por aumento de la producción y liberación de ON, la regulación 

del metabolismo lipídico, los efectos antioxidantes, la sensibilización a la acción de 

la insulina o los efectos antiinflamatorios157. Otros estudios recientes también le 

atribuyen al resveratrol el poder de aumentar la esperanza de vida en algunas 

levaduras y moscas, con lo que tendría un efecto anti-edad que podría ser 
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importante en ciertas enfermedades humanas relacionadas con el 

envejecimiento158. 

    El resveratrol existe en las formas isoméricas cis- y trans- (Figura 15); pero sólo 

la isoforma trans fue aislada en la uva, es el isómero más abundante en la 

naturaleza debido a que es el  más estable. Su concentración en la uva oscila 

entre 50 y 400 μg/g y suele encontrarse en forma de glucósido. Se sintetiza 

principalmente  en la piel  de las uvas en respuesta a agresiones del entorno; 

como la radiación ultravioleta o infecciones por hongos. La razón por la que el vino 

presenta una cantidad significativa de resveratrol, se debe al tiempo que pasan en 

contacto la pulpa y la piel durante el proceso de elaboración de la bebida159. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Con respecto al metabolismo y biodisponibilidad del resveratrol, existen 

varios estudios en distintas especies de roedores y humanos que demuestran una 

buena absorción y distribución del mismo en diferentes tejidos; con un 

metabolismo fundamentalmente hepático.  

 

       Algunos de los efectos benéficos que se atribuyen al resveratrol son los 

siguientes:  

 

 Actividad antioxidante. El  resveratrol como agente antioxidante  fue 

reconocido por Zini y colaboradores en 1999160, quienes sugirieron tres 

mecanismos por los que se ejercería esta acción. 

Figura 15.Formas isoméricas cis-y trans del Resveratol 
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- Desactivando radicales activos del oxígeno formados en la 

mitocondria. 

- Inhibiendo la peroxidación lipídica. 

 

     Además, está demostrado que el resveratrol es capaz de mantener la 

concentración intracelular de los antioxidantes endógenos localizados en varios 

tejidos, como es el caso del glutatión. 

 

 Efectos anti-inflamatorios. La acción anti-inflamatoria del resveratrol se ha 

propuesto como mecanismo  de acción responsable de varios efectos 

benéficos. Esta se lleva a cabo mediante la inhibición de la síntesis   de 

mediadores pro-inflamatorios como el TNF-α, la inhibición de enzimas 

(iNOS, LOX y COX) o  factores de transcripción pro-inflamatorios (NF-κβ y 

AP-1)161. 

 

 Cardioprotección. La capacidad del resveratrol para proteger el sistema 

cardiovascular  se debe por su papel como antioxidante intracelular, agente 

anti-inflamatorio y su capacidad para inducir la expresión de eNOS.162 La 

protección ejercida por el resveratrol se debe a que este polifenol, por los 

mecanismos postulados, produce los siguientes efectos 163 (Figura 16):  

 
- Inhibe las moléculas de adhesión ICAM y VCAM. 

- Es antihipertensivo. 

- Inhibe la peroxidación lipídica 

- Reduce el daño provocado  por la isquemia-reperfusion.  

- Disminuye las arritmias ventriculares. 

- Induce vasorelajación. 

- Reduce la agregación plaquetaria. 

- Reduce la hipertrofia cardiaca mediante la acción de la 

AMPK.164 
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      Podría sugerirse, por tanto, que los polifenoles, que como sabemos se 

encuentran presentes en muchos alimentos, especialmente vegetales y frutas, 

pueden “detener” y/o “atrasar” algunos de los procesos que conducen a la 

acumulación del péptido beta-amiloide en el cerebro y, por tanto, retrasar la 

potencial aparición del Alzheimer u otras enfermedades neurodegenerativas165.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efectos del resveratrol. 
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III. JUSTIFICACIÓN  

 

       El Aβ es una molécula involucrada en la patogénesis de la enfermedad de 

Alzheimer. Se sabe que la fracción Aβ (25-35), ejerce un efecto neurotóxico. Uno de 

los mecanismos implicados en el proceso de neurotoxicidad es la inflamación, la 

cual se ha visto implicada con el estrés oxidante. Hasta la fecha no existe cura 

para esta enfermedad. Los tratamientos farmacológicos existentes, sólo son 

paliativos. Por lo que se tiene la necesidad de buscar maneras de prevenirla o 

bien tratarla. Se propone que los flavonoides (epicatequita y resveratrol) sirvan 

para combatir o prevenir el avance   de   la  EA debido a  que disminuyen el efecto 

tóxico  de  la  fracción  Aβ (25-35). 

 

 

 

IV. HIPÓTESIS 

     

 La administración de epicatequina y resveratrol pueden reducir el daño 

inflamatorio  generado  por la producción de radicales libres inducidos por la 

administración intrahipocampal del fragmento 25-35 del péptido amiloide. 
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V. OBJETIVO  GENERAL  

 

 

 Analizar el efecto de los flavonoides (Epicatequina y resveratrol) sobre los 

marcadores pro-inflamatorios en el hipocampo de ratas inyectadas con  

amiloide-β (25-35). 

 

 

 

VI. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Cuantificar   la  expresión de   IL-1β,  IL-6,  IL-17  y  TNFα   a  las  2  

horas, 4 horas y 30 días después de la inyección de amiloide-β y 

administración de los flavonoides. 

 

 Cuantificar los niveles de especies reactivas de oxígeno a  las  2, 4 

horas y 30  días después de la inyección de amiloide-β y administración 

de los flavonoides. 

 

 Cuantificar los niveles de  peroxidación lipídica a  las  2, 4 horas y 30 

días después de la inyección de amiloide-β y administración de los 

flavonoides. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODO 

 
Todos los experimentos fueron realizados con la aprobación del comité de 

ética para uso de animales de experimentación de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM) de acuerdo con la “Norma Oficial Mexicana 062” y 

de acuerdo estrictamente con “The Guidelines for the Use of Animals in 

Neuroscience Research”. 

 

7.1.   Animales 
 

     Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso de 260-290 gramos. 

Los animales fueron facilitados por el Bioterio del Instituto Nacional de Neurología 

y Neurocirugía Manuel Velasco Suárez  y por el Bioterio de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México. Los cuales fueron 

alojados en cajas de acrílico en grupos. Se establecieron 18 grupos (Cuadro 7) 

 

  

2 HORAS 

 

4 HORAS 

 

30 DÍAS 

Control  17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Amiloide-β 17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Epicatequina 17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Epicatequina + Aβ 17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Resveratrol 17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Resveratrol + Aβ 17 ratas 17 ratas 17 ratas 

Cuadro 7. De grupos y número de ratas que se ocuparon. 

 

     De cada grupo se tomaron 6 ratas para las pruebas de medición de 

peroxidación lipídica y determinación de especies reactivas de oxígeno. 5 ratas 

para la determinación de las interleucinas pro-inflamatorias.  
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    7.2.         Preparación del agregado amiloide- (25-35), del 
resveratrol, la epicatequina  y la cirugía estereotáxica 

 

     Aβ (25-35) (sigma-Aldrich Ltd.,St. Louis, MO, USA) fue disuelto en una 

solución salina isotónica estéril, con pH 7.4,  a una concentración final de 100 μM. 

La solución Aβ (25-35) fue  incubada a 37º C  por  24 horas antes de su aplicación. 

 

    Se administró tanto el resveratrol (Sigma-Aldrich, USA) como la 

epicatequina (Sigma-Aldrich, USA)  a una dosis de 30 mg/kg166, en un volumen 

máximo de 1 mL con una cánula de administración oral, 5 horas previas a la 

micro-inyección. 

     Todos los animales fueron anestesiados con pentobarbital (300 

mg/kg,i.p). Las ratas fueron divididas al azar en grupos para la cirugía esterotáxica 

(Stoelting, IL, USA). Se asignaron a unos  grupos de animales la inyección  

bilateral en el hipocampo (CA1) de 1 μL solución salina isotónica y a otros la 

inyección bilateral en el hipocampo (CA1) de 1 μL de amiloide-β. Se adaptaron al 

aparato estereotáxico, se realizó una incisión anteroposterior sobre el cráneo y se 

localizaron coordenadas a partir del bregma. Las coordenadas para el hipocampo 

son: anteroposterior -4.2; lateral + 3.0 respecto al bregma y profundidad de -2.9167, 

luego se procedió a la realización del trepano mediante el punto determinado por 

las coordenadas. 

 

     Se inyectó 1μL de Aβ (25-35) lentamente en un periodo de 5 minutos en la región 

CA1 del hipocampo de ambos hemisferios, con una micro-jeringa Hamilton de 10 

μL. Al término de la cirugía se esperó 2 y 4 horas paras las siguientes pruebas y el 

grupo de 30 días fue llevado al bioterio hasta el momento de las pruebas. 

 

7.3. Determinación de especies reactivas de oxígeno 
 

 

Se utilizó la técnica espectroflourométrica de la 2, 7 DCF diacetato (DCFDA). 

La DCFDA es una molécula capaz de entrar a la célula, en la que las esterasas 

hidrolizan sus grupos acetilos para formar 2,7, diclorodihidrofluoresceina; 
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entonces, la forma  deacetilada es susceptible a la oxidación por especies 

reactivas, generando una  molécula  fluorescente. La diclorofluoresceina se puede 

medir a través de un espectrofotómetro. La acumulación de la diclorofluoresceina 

indica la producción de sustancias activas redox (Figura 17). 

   

   

 

      Los cerebros de las ratas fueron extraídos por decapitación, de estos 

cerebros tomamos el hipocampo y éste último se almacenó en nitrógeno líquido.  

 

     El hipocampo se homogenizó en una solución salina isotónica en frío y 

protegida de la luz. Las EROs presentes en cada muestra se determinaron  al 

hacerlas reaccionar con la DCF-DA contenida en una solución de HEPES-TRIS 

(18:1), pH=7.4, durante 1 hora a 37° C con agitación  constante y en cámara 

oscura.  

Para la curva estándar se utilizaron  concentraciones conocidas de 

diclorofluoresceina. Las lecturas se realizaron a  una longitud  de  onda  de  525 

nm de excitación y 470 nm de emisión. Los resultados fueron expresados en 

nmoles de DCF/mg de proteína. La cuantificación de las proteínas se realizó con 

el método de Lowry. 

 

Figura 17. Formación de la 2´,7´, diclorofluoresceina. 



65 

 

7.4. Medición de peroxidación lipídica  
 

     La medición de peroxidación lipídica  (PL) se realizó  a las 2, 4 horas y a 

los 30 días después de la inyección del péptido Aβ (25-35). Se determinó la 

concentración de los productos finales de la lipoperoxidación. El hipocampo se 

homogenizó en una solución salina isotónica, en frío y protegida de la luz. Los 

compuestos fluorescentes presentes en cada muestra se extrajeron en una 

mezcla de cloroformo-metanol (3:1) grado HPLC. Esta reacción se llevó a cabo 

durante 30 minutos en hielo y cámara oscura. Al término de la reacción se eliminó 

la fase acuosa y la mezcla de cloroformo-metanol se utilizó para la cuantificación 

de los PL presentes en cada muestra. Todas las muestras se hicieron por 

duplicado y se hicieron las lecturas en el espectrofotómetro de fluorescencia a 

longitud de onda de 370 nm de excitación y 430 nm de emisión.  Los resultados se 

expresaron como unidades de fluorescencia por  mg de proteína.  

 

7.5. Cuantificación de proteínas con el método de Lowry 
 

      

     Se realizó a las 2, 4 horas y a los 30 días después de la inyección del 

péptido y la solución salina (conforme al grupo). Posteriormente se determinó la 

concentración del contenido de proteínas, el hipocampo se homogenizó en una 

solución salina isotónica en frío. El cual, una vez  homogenizado se diluyó 1:20 en 

agua. Posterior a esto se le agregó una solución de Na2C03 (2%) en NaOH 0.1N 

más CuSO4 (1%) más Tartrato de Na+/K+ al (2%), 15 minutos  después  se agregó 

la solución de Folín 1:1 y se dejó incubar  por 30 minutos. Por último se hicieron 

las lecturas en el espectrofotómetro de fluorescencia a una longitud de onda de 

550 nm168.  
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7.6. Determinación  de  la expresión de interleucinas 
pro-inflamatorias 

 

     Se hizo a las 2, 4 horas y a los 30 días después de la inyección del 

péptido Aβ (25-35) y solución salina (dependiendo del grupo). Se determinó la 

concentración de las interleucinas proinflamatorias Interleucina 1-β (IL-lβ), 

Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 17 (IL-17),  así como el Factor de Necrosis 

Tumoral α (TNF-α).  Las ratas fueron decapitadas y los cerebros fueron extraidos, 

se realizó posteriormente la disección del hipocamp, el cual fue homogenizado en 

PBS con inhibidor de proteasas (pH 7.4)  en frío.   

 

Posteriormente se realizó:  

• Primera etapa: fijación del antígeno. En una placa de 96 pozos se 

colocó la solución de fijación, seguida de esto se agregó la muestra y se 

incubó, se retiró el líquido residual y  se procedió a bloquear con ABS. 

 

• Segunda etapa: Reacción antígeno-anticuerpo. Para esto se agregó 

solución fijadora, después se coloca el anticuerpo primario  a una dilución de 

1:500 (IL-6, IL-1β, IL-17y TNF-α). Se hicieron los lavados. Se colocó el 

anticuerpo secundario (1:5000). Posteriormente se añadió el ABTS (la cual 

desarrolla el color). Una vez finalizado esto se procedió a leer en el lector de 

placas a 450 nm. 
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VIII. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
 

      Los resultados se expresan por la  media del grupo en cada ensayo +  

error estándar de la media. Los datos se analizaron mediante un análisis de 

varianza de una vía, con una post-prueba de Tukey, realizados en el programa 

SPSS. Para graficar se utilizó el GraphPad versión 5.0. Se consideró una 

diferencia significativa con una p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

IX. DIAGRAMA DE TRABAJO  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Fig. 14. Diagrama general de trabajo. Se muestra a manera de diagrama de flujo 

los pasos que se siguieron a lo largo de los experimentos. 
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X. RESULTADOS 

 

     Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que el amiloide-β (25-

35) induce de manera temprana la formación de especies reactivas de oxígeno, 

generando estrés oxidante; el cual  genera daño en las membranas. Esto se ve  

reflejado por el aumento en  la peroxidación lipídica. 

 

 

  El pre-tratamiento con los flavonoides (epicatequina y resveratrol) 

disminuyen la formación de EROs, PL y moléculas pro-inflamatorias. 
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10.1.    Resultados de la cuantificación de especies reactivas 
de  oxígeno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 1. Concentraciones de EROs a las 2 horas. Las barras representan 
las medias y ESM por grupo, de la concentración de diclorofluoresceina normalizada 
por mg de proteínas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una 

post-prueba de Tukey ** p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 2. Concentraciones de EROs a las 4 horas. Las barras representan 
las medias y ESM por grupo, de la concentración de diclorofluoresceina normalizada 
por mg de proteínas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una 

post-prueba de Tukey ** p<0.001. 

1 

B 2 
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  Las gráficas 1, 2 y 3 muestran la concentración de la diclofofluoresceina 

(DCF) como un marcador directo  de la formación de EROs a las 2, 4 horas y a los 

30 días después de la micro-inyección del péptido Aβ (25-35). Encontramos que 

existe un aumento significativo en la formación de EROs por parte del grupo 

tratado con Aβ (25-35) en comparación con el grupo tratado con la solución vehículo 

(control). Por otro lado, los grupos pre-tratados, tanto con Epicatequina como con 

Resveratrol, tuvieron una disminución significativa comparada con el grupo tratado 

con Aβ (25-35). Estos resultados en conjunto indican que la micro inyección del 

péptido Aβ (25-35) en el hipocampo es capaz de producir la formación de EROs de 

manera temprana. 

 

 

 

 

        

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 3. Concentraciones de EROs a los 30 días. Las barras representan las 
medias y ESM por grupo, de la concentración dediclorofluoresceína  normalizada por mg 
de proteínas. Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una post-prueba 

de Tukey ** p<0.001.  

3 
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Gráfica 4. Concentraciones de EROs a las 2 horas, 4 horas y 30 días. Las barras representan 
las medias y ESM por grupo, de la concentración de diclorofluoresceina normalizada por mg de proteínas. 
Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una pos prueba de Tukey ** p<0.001. La 
grafica muestra la concentración de la diclorofluoresceina (DCF), como un marcador directo de la 
formación de EROs, a las 2, 4 y 30 días después de la micro inyección del péptido Aβ (25-35).  
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     Encontramos que existe un aumento significativo en la formación de EROs por 

parte del grupo tratado con el AB (25-35), comparado con el grupo tratado con la 

solución vehículo y con los grupos pre-tratados con epicatequina y resveratrol. 

Se puede ver en esta gráfica como el péptido Aβ (25-35) es capaz de producir la 

formación de EROs de manera temprana, y conforme pasa el tiempo las EROs 

disminuyen. La formación de EROS de manera temprana puede estar oxidando a 

los lípidos de las membranas celulares.  
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10.2.   Resultados de la cuantificación de la peroxidación 
lipídica 

 

 

 

 

Gráfica 5. Peroxidación lipídica post-inyección del amiloide-β (25-35) a las 2 
horas después de la inyección. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de 
las unidades relativas de fluoresceína normalizada por mg de proteínas. Los datos fueron 

analizados con ANOVA de una vía y con una pos prueba de Tukey***p<0.001.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 6. Peroxidación lipídica  post-inyección del amiloide-β25-35 a las 4 horas 
después de la inyección. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de las 
unidades relativas de fluoresceína normalizada por mg de proteínas. Los datos fueron 

analizados con ANOVA de una vía y con una post-prueba de Tukey***p<0.001.  
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  Las gráficas 5, 6 y 7 muestran la peroxidación lipídica como un marcador de 

daño oxidativo a membranas celulares, a las 2, 4 horas y a los 30 días después de 

la micro inyección del péptido Aβ (25-35). Encontramos que existe un aumento 

significativo en la PL por parte del grupo tratado con el Aβ (25-35) en comparación 

con el grupo tratado con la solución vehículo (control). Los grupos pre-tratados con 

epicatequina y resveratrol tuvieron una disminución de PL con respecto al grupo  

Aβ (25-35). Además el pico más alto de aumento se dio a las  2 horas, esto se podrá 

ver más claramente con la siguiente gráfica, donde colocamos los 3 tiempos en 

una. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 7. Peroxidación lipídica  post-inyección del amiloide-β (25-35) a los 
30 días después de la inyección. Las barras representan las medias y ESM por 
grupo, de las unidades relativas de fluoresceína normalizada por mg de proteínas. 
Los datos fueron analizados con ANOVA de una vía y con una post-prueba de 

Tukey***p<0.001.   
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Gráfica 8. Peroxidación lipídica  post-inyección del amiloide-β (25-35) a las 2 horas, 
4 horas y 30 días. Las barras representan las medias y ESM por grupo, de las unidades 
relativas de fluoresceína normalizada por mg de proteínas. Los datos fueron analizados con 
ANOVA de una vía y con una post-prueba de Tukey***p<0.001.  
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    Además obtuvimos un  aumento de la concentración de moléculas pro-

inflamatorias, como TNF-α, IL-6, IL-1β e IL-17, ocasionado por la inyección del Aβ 

(25-35) en el hipocampo. 

 

El pre-tratamiento con epicatequina y resveratrol disminuyen la formación de 

moléculas pro-inflamatorias ocasionadas por la fracción 25-35 del Aβ. 
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10.3. Resultados de la cuantificación de los niveles de TNF-α  
 

 

     

 

 

Gráfica 9. TNF-α  las 2 horas, 4 horas y a los 30 días después de la micro 
inyección y  la administración de los antioxidantes. Los datos fueron  analizados 
con ANOVA de una vía y con una post- prueba de Tukey. *** p‹0.005. 
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La gráfica 9 muestra la cuantificación del factor de necrosis tumoral-α  como 

un marcador de inflamación a las 2, 4 horas, así como a los 30 días después de la 

micro inyección en los  diferentes grupos: control, amiloide-β, epicatequina, 

epicatequina + Aβ, resveratrol y resveratrol + Aβ. 

 

     Encontramos que existe un aumento significativo en la expresión del TNF-

α en el  grupo tratado con sólo el Aβ (25-35) comparado con el control, así como con 

los pre-tratados con los antioxidantes en todos sus tiempos, aunque el mayor 

aumento se da a los 30 días. Estos resultados indican que la micro inyección del 

péptido Aβ (25-35) es capaz de activar al TNF-α de manera temprana, la cual puede 

estar activando a otras moléculas, entre ellas a interleucinas pro-inflamatorias, 

esto podría provocar que con el paso del tiempo en vez de disminuir su expresión 

aumente, y por ello, ver un aumento de esta interleucina a los 30 días. 

 

    Por otro lado, los grupos tratados con epicatequina y resveratrol 

disminuyen significativamente la expresión del factor de TNF-α en comparación 

con los grupos que contienen Aβ (25-35). 
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10.4. Resultados de la cuantificación de los niveles de la  
Interleucina-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La gráfica 10.  Concentración de la IL-6 las 2 horas, 4 horas y a los 30 días 
después de la micro-inyección y la administración de los antioxidantes. Los datos 
fueron  analizados con ANOVA de una vía y con una post- prueba de Tukey. * p‹0.005. 
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 La gráfica 10 muestra la concentración de la Interleucina 6 como un 

marcador de inflamación a las 2, 4 horas, así como a los 30 días después de la 

micro-inyección en los diferentes grupos. 

 

 Encontramos que existe un aumento significativo en la expresión de la 

Interleucina 6  por parte del grupo tratado con  el Aβ (25-35) comparado con los 

demás grupos a partir de las 4 horas;  en esta gráfica podemos ver a que a las 2 

horas después de la micro-inyección no hay una diferencia significativa entre los 

diferentes grupos, pero a partir de las 4 horas después de la micro-inyección  

vemos un aumento en la expresión de la IL-6 por parte del grupo Aβ(25-35) y vuelve 

a aumentar significativamente a los 30 días. 

 

 Por otro lado,  podemos observar el resveratrol disminuye significativamente 

la expresión de la Interleucina 6 con respecto al grupo Aβ(25-35) a las 4 horas y 30 

días; distinto a lo ocurrido con la epicatequina, ya que ésta por si sola no tuvo 

ningún aumento significativo de la IL-6, pero con Aβ(25-35) tuvo un aumento y no 

hubo una diferencia significativa entre epicatequina + Aβ (25-35) y Aβ (25-35), a las 4 

horas, pero a los 30 días los grupos con epicatequina se mantuvieron y no 

aumentaron. 
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10.5. Resultados  de  la  cuantificación  de los niveles de la  
Interleucina- 1β 

 

 

 

 

Gráfica 11. Concentración de la IL-1β a las 2 horas, 4 horas y a los 30 días 
después de la micro-inyección del péptido Aβ (25-35) y  la administración de los 
antioxidantes. Los datos fueron  analizados con ANOVA de una vía y con una post- 
prueba de Tukey. * p‹0.005. 
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     La gráfica 11 muestra la expresión de la interleucina 1β como un 

marcador de inflamación a las 2, 4 horas y a los 30 días después de la micro-

inyección en los diferentes grupos: control, amiloide-β, epicatequina, epicatequina 

+ Aβ, resveratrol y resveratrol + Aβ. 

 

     Encontramos que existe un aumento significativo en la expresión de la 

interleucina 1β por parte del grupo tratado con Aβ (25-35) comparado con los demás 

grupos en todos sus tiempos; el mayor aumento se da a los 30 días. Estos 

resultados indican que la micro-inyección del péptido Aβ (25-35), es capaz de activar 

de la interleucina 1β de manera temprana. 

 

     El Aβ aumenta significativamente la IL-1β y a TNF-α, pero el mayor 

aumento de estos se da a los 30 días. Por otro lado, los grupos tratados con 

epicatequina y resveratrol disminuyen de manera significativa la expresión del 

factor de la interleucina 1β en comparación con los  grupos   que  contienen  Aβ 

(25-35). 
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10.6. Resultados de la cuantificación de los niveles  de  la   
Interleucina-17   

 

 

 

 

Gráfica 12.  Concentración de la  IL-17  las 2 horas, 4 horas y a los 30 días 
después de la micro-inyección y  la administración de los antioxidantes. Los datos 
fueron  analizados con ANOVA de una vía y con una post- prueba de Tukey. * p‹0.005. 
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 La gráfica 12 muestra la concentración la Interleucina 17 como un marcador 

de inflamación a las 2, 4 horas y a los 30 días después de la micro inyección en 

los  diferentes grupos. 

 

 Encontramos que existe un aumento significativo en la expresión de la 

interleucina 17 por parte del grupo tratado con Aβ (25-35) comparado con los demás 

grupos en todos sus tiempos; no obstante, el mayor aumento se da a las 4 horas. 

Por otro lado, los grupos tratados con epicatequina y resveratrol disminuyen 

significativamente la expresión del factor de la interleucina 17 en comparación con 

los grupos que contienen Aβ (25-35). 
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XI. DISCUSIÓN  

 

     Actualmente, existe la necesidad de entender mejor la enfermedad de 

Alzheimer,  pues en México más de 350,000 personas son afectadas por esta y 

cerca de 2,030 pacientes mueren al año1. En Estados Unidos hay 4 millones 

pacientes con EA, de estos mueren anualmente más de 100,000 personas, siendo 

la cuarta causa de muerte entre adultos mayores de 65 años. Se estima que una 

de cada tres de personas enfrentará esta enfermedad para el año 2050.169 

 

     La enfermedad de Alzheimer, como ya se había mencionado,  se caracteriza 

clínicamente por una demencia progresiva, además de una serie de 

anormalidades que afectan regiones neuronales específicas en las que se 

observan diferentes lesiones: las marañas neurofibrilares (MNFs) y las placas 

neuríticas (PNs) 15. Las placas neuríticas están compuestas principalmente por el 

Aβ, el cual se acumula extraneuronalmente en pacientes con EA17. 

 

     En nuestro grupo de investigación  utilizamos un modelo murino en el cual 

inyectamos la fracción  Aβ (25-35) en el hipocampo. Que se ha visto ejerce un efecto 

neurotóxico. Los datos presentados en nuestro grupo de laboratorio demuestran 

que el péptido Aβ (25-35), inyectado en la región CA1 del hipocampo de ratas 

macho, genera daño cognoscitivo vía estrés oxidante, puesto que induce la 

formación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y peroxidación de lípidos124.  

 

     Cuevas y colaboradores en el 2010 midió la concentración de 

diclorofluoresceína como un marcador directo de la formación de EROs a las 2 y 

24 horas después de la micro-inyección del péptido Aβ (25-35). En el cual, se 

encontró que existe un aumento significativo en la formación  por parte del grupo 

tratado con Aβ (25-35), con respecto al grupo control; de igual manera se midió la 

peroxidación lipídica como un marcador de daño oxidante a membranas celulares 
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a las 2 y 24 horas después de la micro-inyección  y se encontró que existe un 

aumento significativo en la PL por parte del grupo tratado con Aβ (25-35)
170

. 

 

     Respaldando estos datos medimos la concentración de diclorofluoresceína a 

las 2 horas, 4 horas y a los 30 días para ver si el efecto del Aβ (25-35) continúa 

teniendo un efecto crónico (Gráfica 4). De igual manera medimos la peroxidación 

lipídica a las 2 horas, 4 horas y a los 30 días (Gráfica 8).  

 

    Las  gráficas 4 y 8 nos muestran los tres tiempos de la concentración de las 

especies reactivas de oxígeno y de la peroxidación lipídica. En la gráfica 4 se 

muestra la concentración de las EROs. Se puede observar que el mayor aumento 

se da a las 2 horas, y conforme pasa el tiempo esta disminuye de manera 

significativa. A los 30 días después de la micro-inyección  aún hay concentración 

de EROs pero es significativamente menor que a las 2 horas; esto podría 

explicarse debido a que estos agentes oxidantes son fácilmente convertidos a 

radicales, tienen una vida media biológica de microsegundos y la capacidad de 

reaccionar  con todo lo que esté a su alrededor provocando un daño a las 

moléculas; una de las principales dianas de los procesos de oxidación inducido 

por los EROs son los ácidos grasos poliinsaturados presentes mayoritariamente 

en las membranas celulares77.  

 

     La reacción de oxidación se inicia cuando el ácido graso diana pierde un átomo 

de hidrógeno convirtiéndose en un radical lipídico. Este nuevo radical se 

reorganiza molecularmente para incrementar su estabilidad y reacciona 

rápidamente con el oxígeno, creando un radical peroxilo (ROO•) 78,83; este último 

dará lugar a un hidroperóxilo lipídico y a un nuevo radical lipídico por sustracción 

de un átomo de hidrógeno de un segundo ácido graso, así, sucesivamente  

desencadena lo que se conoce como peroxidación lipídica, la cual se va 

prolongando por el paso continuo de un electrón desapareado de una molécula a 

otra. Esta reacción en cadena finalizará cuando171: 
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1. Se consuma una de las moléculas reactivas (ácidos grasos o el oxígeno). 

2. Se forme un radical poco reactivo. 

3. Dos radicales al reaccionar formen un par no radical. 

      En nuestros resultados podemos observar que lo primero que se forman son 

las  EROs, por eso el pico más alto en la gráfica 1 es a las 2 horas; estas especies 

reactivas  van a desencadenar, como se mencionó arriba, la  PL; por lo que su 

pico más alto se da a las 4 horas, pues  para que se desencadene esta reacción 

debieron de haber interactuado una gran variedad de moléculas con las EROs78. 

 

     Desde que se postuló que el estrés oxidante es un mecanismo por el que  

actúa el Aβ, se han realizado experimentos con antioxidantes; algunos contenidos 

en extractos naturales de plantas como los flavonoides, en  distintos modelos de 

neurodegeneración de la enfermedad de Alzheimer172. Los flavonoides pueden 

ejercer acción protectora o tóxica en las células dependiendo de la concentración 

utilizada, no solo por su actividad antioxidante sino también a través de la 

modulación  de las cascadas de señalización de cinasas, lípidos y proteínas173,  174. 

 

      El uso de antioxidantes ha ayudado a entender parte del mecanismo  de 

acción del Aβ175. El efecto de los flavonoides sobre los cambios conductuales 

sustentan la hipótesis de que el Aβ (25-35), puede inducir daño vía estrés oxidante. 

En el trabajo de Cuevas del 2010 se probaron distintos antioxidantes en el modelo 

de inyección con Aβ (25-35), se encontró que la catequina, quercetina y epicatequina 

mostraron un efecto protector  frente a la pérdida del aprendizaje y memoria 

inducida por el Aβ (25-35)
125. Cuando se comparó el efecto de cada uno de los 

antioxidantes se encontró que la epicatequina fue la más eficiente; además 

previene la formación de EROs y  peroxidación de lípidos provocados por la 

inyección de Aβ (25-35), además protege a las neuronas del daño oxidativo a través 

de un mecanismo que implica la inhibición pro-caspasa-3124. Razón por la cual fue 

utilizada en este trabajo.  
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      Por otro lado, elegimos al resveratrol; un polifenol presente en la cáscara de la 

uva y en otras muchas plantas, pues presenta un amplio rango de acciones  

biológicas que incluyen actividades antialérgica, anti-inflamatoria, antioxidante, 

anti-cancerígena y anti-plaquetaria112, 113.  

 

     En la gráfica 4, donde se muestra la concentración de diclorofluoresceína  a las 

2 y 4 horas, hay un aumento significativo tanto en los grupos epicatequina  como 

en los grupos de resveratrol con respecto al control. Esto nos estaría diciendo que 

están ocasionando daño; pero, por otro lado, también observamos que hay una 

disminución significativa de la concentración de diclorofluoresceína de los grupos 

de epicatequina + Aβ (25-35) y  resveratrol + Aβ (25-35) con respecto al grupo Aβ (25-35), 

lo que indica que están previniendo la formación de EROs ocasionadas por el 

péptido. 

 

      Estos resultados se pueden deber gracias a que los antioxidantes se 

comportan de manera similar a las especies reactivas de oxígeno. Por un lado 

participan en funciones básicas para el  correcto funcionamiento del organismo, 

pero también pueden actuar como agentes oxidantes dañando diversas 

estructuras celulares104. Las mismas propiedades que caracterizan la actividad 

antioxidante de los flavonoides determinan que tengan efectos pro-oxidantes. El 

carácter antioxidante o pro-oxidante está determinado por la estabilidad redox del 

radical formado a partir del flavonoide original. De esta manera, los flavonoides 

pueden actuar como antioxidantes/prooxidantes dependiendo de los niveles 

consumidos y de las condiciones fisiológicas del organismo. Una exposición a 

niveles demasiados altos de flavonoides puede saturar al organismo provocando 

la formación de EROs, llegando incluso a dañar el ADN y otras moléculas. Los 

efectos que pueden provocar los flavonoides en condiciones pro-oxidantes son, 

entre otros, inducir apoptosis, producir citotoxicidad, disminuir la activación de 

factores de transcripción,  expresar moléculas de adhesión, suprimir la 

proliferación celular e inhibir el crecimiento celular176.  
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     Por otro lado, en la gráfica 8, que muestra los niveles de peroxidación a las 2, 4 

horas y a los 30 días. En esta podemos observar que el grupo al que se le inyectó 

resveratrol fue igual al grupo control. No hubo diferencia significativa. Por su parte, 

la epicatequina tuvo solo un aumento a las 4 horas, mientras que a las 2  horas y 

30 días se comportó igual al control. Por otra parte, los grupos de epicatequina + 

Aβ (25-35) y resveratrol +  Aβ (25-35) disminuyeron significativamente la concentración 

de peroxidación lipídica, lo que nos indica que están inhibiendo la peroxidación 

lipídica.  

 

     En base a lo anterior, se puede inferir que los flavonoides pueden estar 

actuando durante la peroxidación lipídica de la siguiente manera177(Figura 18): 

 

 

 

 

Figura. 18 Diversos mecanismos que son capaces de ejecutar los 
flavonoides para inhibir los procesos de peroxidación. 
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     Se puede observar que el Aβ (25-35) puede generar  EROs, las cuales pueden 

iniciar un amplio rango de reacciones oxidativas tóxicas que incluyen la iniciación  

de la peroxidación lipídica178, la inhibición directa de las enzimas de la cadena 

respiratoria mitocondrial, la inactivación de la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa, la inhibición de la actividad ATP-asa sodio/potasio de membrana, 

la inactivación de los canales de sodio de membrana y otras modificaciones a 

proteínas179. Todos estos eventos tóxicos probablemente juegan un rol en la 

inflamación.  

 

     En un  trabajo previo a este, realizado por el equipo de nuestro  laboratorio, se 

midió la expresión de la inmunoreactividad para la proteína ácida fibrilar 

(GFAP)124, la cual se expresa en altas concentraciones cuando los astrocitos 

reactivos se encuentran activados. En este trabajo se obtuvo que  el Aβ (25-35) 

produce activación de la microglía y estrés oxidante, el cual es causa de activación 

de astrocitos180. 

     Los astrocitos reactivos son células de la glía181 que proliferan a partir de algún 

daño en el Sistema Nervioso Central, estos se diferencian a  astrocitos182 y tienen 

una amplia participación en los procesos inflamatorios. Los astrocitos se vuelven 

hipertróficos liberando una gran cantidad de sustancias químicas como 

interleucinas, citocinas y óxido nítrico.  

 

     Por lo anterior, nuestro grupo de laboratorio midió la concentración de nitratos y 

nitritos. Se obtuvo un aumento significativo de estos provocados por el Aβ (25-35)
183. 

 

     En base a estos resultados se demostró que el Aβ (25-35) es capaz de  inducir 

formación de ON y producción exacerbada de radicales libres tales como las 

especies reactivas de oxígeno. Esto que sugiere que todos estos factores pueden 

contribuir a un proceso de inflamación, la cual genera disfunción neuronal y  

muerte celular, que a su vez, producen un deterioro cognitivo184 (Figura 20).  
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      Por lo que decidimos estudiar el papel de Aβ (25-35)  por   medio de la 

concentración de citocinas pro-inflamatorias crónicas y agudas. A través de la 

técnica de ELISA se evaluó la concentración de IL-1β, IL-6, IL-17 y TNF-α a las 2, 

4 horas y a los 30 días. La elección de estas interlucinas  se debe a que se han 

reportado como principales citocinas pro-inflamatorias en el sistema nervioso 

central. Los resultados obtenidos se muestran en las gráficas 3, 4, 5 y 6.  

 

     La gráfica 9 nos muestra la concentración del factor de necrosis tumoral-α 

(TNF-α) en los distintos tiempos. Se puede observar la existencia de un aumento 

significativo de la concentración del TNF-α  en los grupos  Aβ (25-35) con respecto a 

los controles. Además, se observa que el mayor aumento significativo se da a los 

Figura 20. Esquema de la posible cascada de reacciones. 
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30 días. Por otro lado, con estos resultados se puede ver que en los grupos pre-

tratados con flavonoides hay una disminución significativa de  la concentración del 

TNF-α con respecto a los grupos Aβ (25-35).  

 

     A partir de estos resultados, podemos inferir que el péptido está activando o 

aumentando la concentración del TNF-α. Este último  ha sido implicado en los 

procesos de toxicidad ya que la administración de anticuerpos anti-TNF-α produce 

una disminución de infartos isquémicos, mientras que la administración de TNF-α 

potenciaba el daño. Su expresión en el SNC es controvertida139, 140. Cuando es 

inducida por daño, el TNF-α tiene un papel clave como mediador de muerte 

celular, estando implicado en la patogénesis de muchas enfermedades 

neurológicas. Los mecanismos por los que TNF-α produce daño son múltiples: 

aumentando la permeabilidad de la barrera hematoencefálica a nivel vascular, 

incitando la expresión de moléculas de adhesión, favoreciendo la acumulación de 

neutrófilos e induciendo, a través de mecanismos NF-κB-dependientes, la 

expresión de genes inflamatorios como iNOS/COX-2 que generan apoptosis en 

neuronas y son potentes productores de radicales libres185. 

 

      Por  otro lado, la gráfica 10, nos muestra la concentración de la 

interleucina 6 en los distintos tiempos y en cada grupo. Se puede observar que 

existe un aumento significativo en la concentración  de la interleucina 6  por parte 

del grupo tratado con  el Aβ (25-35) en comparación con los demás grupos a partir 

de las 4 horas.  Además, se observa que a las 2 horas después de la micro-

inyección no hay una diferencia significativa entre los diferentes grupos, pero a 

partir de las 4 horas después de la micro-inyección  se presenta  un aumento en la 

expresión de la IL-6 por parte del grupo Aβ (25-35), este aumenta significativamente 

a los 30 días. Lo anterior nos indica que  la micro-inyección del péptido Aβ (25-35) 

puede estar activando a ciertas moléculas, como algunas interleucinas, como es el 

caso del  TNF-α, el cual se ha reportado que puede activar otras citocinas entre 

las que se encuentra  la IL-6186. 
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     Lo observado en nuestros resultados, es decir, el que la IL-6 se encuentre 

en bajas concentraciones a las 2 horas, es congruente en la literatura,  pues la 

detección de IL-6 es mínima en condiciones basales, sin que haya un proceso 

inflamatorio,  pero  es fuertemente inducible en condiciones patológicas125. La IL-6 

puede ser sintetizada por microglía, astrocitos y algunas Interleucinas como la IL-

1β y el TNF-α125. Nosotros vimos que esta interleucina se encuentra muy baja en 

nuestros controles, pero con la administración del Aβ (25-35) aumentó 

significativamente. Por lo que la IL-6 se considera como el producto final en la 

cascada de citocinas. 

 

     La gráfica 11 muestra la expresión de la interleucina 1β como un marcador de 

inflamación en  sus  diferentes  tiempos  después  de  la  micro-inyección   del Aβ 

(25-35).  Encontramos que existe un aumento significativo en la expresión de la 

interleucina 1β por parte del grupo tratado con Aβ (25-35) comparado con los demás 

grupos  y su mayor aumento se presenta a los 30 días. Estos resultados indican 

que  la micro-inyección del péptido Aβ (25-35) es capaz de activar a la interleucina 

1β de manera temprana, la cual se va a seguir produciendo, ya sea por la 

microglía, astrocitos, la activación de interleucinas o el péptido Aβ (25-35). IL-1β es 

un pro-inflamatorio que induce la expresión de iNOS y la producción de NO 

mediado por la activación de la cinasa regulada por señales extracelulares (ERK) 

y NFkB, por ello, puede contribuir o limitar a la neurotoxicidad. Liberada en 

cantidades pequeñas promueve la remielinización y la sobrevida neuronal, en 

grandes cantidades se asocia con el envejecimiento y con el aumento de la 

reactividad glial134. En la EA su expresión es inducida de manera temprana.  

 

     Por otro lado, la IL-17 juega un papel importante en los procesos de 

inflamación crónica, como en modelos experimentales de inflamación  inducida por 

Aβ causando daño neuronal187. Nuestros resultados confirman que la IL-17 está 

implicada en la toxicidad causada por Aβ (25-35) in vivo, los cuales podemos ver en 

la gráfica 12. Esta muestra la concentración de  la  interleucina 17 como un 

marcador de inflamación a las 2, 4 horas y a los 30 días después de la micro-
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inyección en los  diferentes grupos. Se observa que existe un aumento 

significativo en la expresión de la interleucina 17 por parte del grupo tratado con  

Aβ (25-35) comparado con los demás grupos en todos sus tiempos; aunque el mayor 

aumento se da a las 4 horas.  

 

     En base a estos resultados podemos decir que el péptido Aβ va a activar las 

células gliales, (astrocitos y microglia) las cuales van a conducir a la producción 

prolongada de citocinas pro-inflamatorias y otros mediadores que pueden 

contribuir a la activación progresiva de la apoptosis provocando la muerte de las 

neuronas134. Su modulación desencadena una cascada de eventos moleculares en 

la glía y en las neuronas, activando la respuesta inflamatoria. A su vez, las 

citocinas  pro-inflamatorias131 (IL-1β y TNF-α) modulan la activación glial. 

Formando un círculo vicioso188. 

 

      Por otro lado, tanto la IL-1β  como el  TNF-α pueden asociarse en la 

producción de otras citocinas, tales como IL-6, en respuesta al tratamiento con Aβ 

e inducen  la proliferación de células gliales; además, regulan la expresión de 

iNOS en los astrocitos y la microglía para producir altas concentraciones de NO, lo 

que facilita disfunción neuronal y muerte132 (Véase figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 21. Esquema de la hipotética cascada de reacciones. Que desencadenan 
la producción de citocinas. 
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     El óxido nítrico generado puede seguir provocando un daño crónico, pues  

va atacar a la mitocondria. Esto provoca que se genere peroxinitrito,  el cual 

desencadena la peroxidación lipídica  y por lo tanto estrés oxidante189. De tal 

manera podemos decir que las citocinas son consideradas como reguladores de la 

intensidad y la duración del proceso inflamatorio190, debido a que promueven la 

activación de diversas vías de señalización en respuesta al estrés celular, 

incluyendo la iNOS, responsable de concentraciones crecientes de óxido nítrico, 

que alcanzando niveles tóxicos pueden conducir a la muerte neuronal in 

vitro191,192. 

 

Varios investigadores informan que la IL-1 β, IL-6, IL-17 y TNF-α 

desempeñan un papel central en la modulación de la respuesta inflamatoria y la 

proliferación de inducción de los astrocitos y la microglía en el sistema nervioso 

central193, 194. A este respecto, Aβ (25-35) podría promover la activación crónica de la 

glía acompañado por el aumento de la liberación de citocinas pro-inflamatorias y, 

por lo tanto, causa la desregulación del proceso inflamatorio a largo plazo, 

conduciendo a la muerte neuronal. IL-1β y TNF-α  desencadenan  la producción 

de otras citocinas, tales como IL-6, en respuesta al tratamiento con Aβ195 e inducir 

la proliferación de células gliales. Además, regulan la expresión de iNOS en los 

astrocitos y microglia para producir altas concentraciones de ON, lo que facilita la 

disfunción neuronal y la muerte196, 197. Además, IL-17 juega un papel importante en 

los procesos inflamatorios crónicos, tales como en modelos experimentales de la 

encefalitis autoinmune inducida por Aβ causando daño neuronal198,199, nuestros 

resultados confirman que la IL-17 está implicado en la toxicidad causada por Aβ 

(25-35).  

      En este sentido, estos datos sugieren que las respuestas inflamatorias 

podrían contribuir al daño neuronal causado por Aβ (25-35) porque hay una mayor 

expresión de citoquinas pro-inflamatorias, lo que sugiere también que el proceso 

inflamatorio es un evento clave para el deterioro de procesamiento cognitivo en 

pacientes con enfermedad de Alzheimer200. 
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  La enfermedad de Alzheimer, como ya se había mencionado, no tiene cura, 

los tratamientos farmacológicos existentes, sólo son paliativos. Por lo que se ha 

buscado maneras de prevenirla con los antioxidantes, como se observó, los 

antioxidantes pueden intervenir en el estrés oxidante, y en base a nuestros 

resultados, podemos decir que juegan un papel en la inflamación, ya que pueden 

influir en la activación de los factores de transcripción como el factor nuclear kappa 

B (NFKB) implicado en la inducción de iNOS, el cual es un factor determinante en 

la respuesta inflamatoria del SNC132.  Estos pueden inhibir la activación del factor 

nuclear kappa β y por lo tanto inhibir a iNOS, impidiendo que se desencadene la 

cascada inflamatoria.132 Estudios muestran que la administración de antioxidantes  

bloquea la respuesta inflamatoria al inhibir la iNOS y la expresión de la 

ciclooxigenasa (COX-2) así como la producción de ON, la liberación de citocinas 

pro-inflamatorias y la generación de EROs en los astrocitos y la microglia.201,202.       
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XII. CONCLUSIONES 

      Con  los  datos  obtenidos en este trabajo podemos concluir  que la 

fracción 25-35 del péptido amiloide-β induce de manera temprana la formación de 

especies reactivas de oxígeno, las cuales van a desencadenar la peroxidación 

lipídica, generando daño en las membranas neuronales. 

  

     Siendo el  sistema nervioso sensible al daño mediado por los radicales libres 

debido a que el cerebro tiene  una alto contenido de hierro (metal que participa en 

la generación de radicales libres), es rico en ácidos grasos muy susceptibles a la 

oxidación y, además, posee niveles bajos de defensas antioxidantes respecto de 

las halladas en otros órganos. El pre-tratamiento con los flavonoides epicatequina 

y resveratrol disminuye la formación de EROS y por lo tanto de PL, además de las 

interleucinas pro-inflamatorias. Estos antioxidantes se encargan de atrapar los 

radicales libres y otras sustancias oxidantes que son las responsables del daño en 

las membranas celulares.  

   

     Por otro lado, la fracción 25-35 del péptido amiloide-β también va 

aumentar la concentración de citocinas pro-inflamatorias IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-

17,   estas citocinas pueden contribuir al daño neuronal, debido  a que a una mayor 

expresión de las citocinas pro-inflamatorias a largo plazo sugiere un proceso 

inflamatorio crónico el cual es un evento clave para el deterioro de procesamiento 

cognitivo en pacientes con Alzheimer. El pre-tratamiento con antioxidantes puede 

bloquear la respuesta inflamatoria  ya sea por al inhibir la iNOS, así como la 

producción de ON, la liberación de citocinas pro-inflamatorias y la generación de 

ROS en los astrocitos y la microglía. 
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XIV.  ANEXOS 

 

 
Técnica del Ensayo de Peroxidación Lipídica. 
 

1. Las muestras de los tejidos se homogenizan en 3mL de solución salina (7-8 
golpes en el sistema de vidrio teflón). 
 

 
Los 3mL del homogenizado se dividen de la siguiente manera: 

 
2. A  las alícuotas de 1mL del homogenizado se les adiciona 4mL de una 

mezcla cloroformo/metanol (2:1), se cubren de aluminio para no estar 
expuestos a la luz. 

3. Los tubos se agitan vigorosamente durante 10-15 segundos en el vortex. 
4. Se conservan en hielo durante 30 minutos para permitir la separación de 

fases.  
5. La fase acuosa sobrenadante se desecha (se aspira la fase 

cuidadosamente, circundando por las paredes hasta el botón, con cuidado 
de no aspirar la fase orgánica). 

6. Se toman 2mL de la fase clorofórmica, se transfiere a una celda  de Cuarzo 
y a esta se le adiciona 200μL de metanol. (Son 100μL por cada 1mL). 

* 

Se extrae el cerebro 

Peroxidación 
Lipídica 
1 mL      1 mL 

Cuantificación 
de Proteínas 

50 µL 

ROS 

5 µL       5 µL 

Lo sobrante se 
almacena 

A -80°C 

* 

Se toma el hipocampo y  
se  homogeniza  en  3 mL 

de solución salina  
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7. La fluorescencia se mide en un espectrofotómetro de luminiscencia LS50β 
Perkin-Elmer a 370nm de excitación y 430nm de emisión. 

8. La sensibilidad de fluorescencia se ajusta a unidades de fluorescencia con 
un estándar de quinina. 

 
 

 
Especies Reactivas de Oxígeno 

 

 
1. Del homogenizado se toman 10μL y se colocan 2 dos tubos eppendorf 

(cada uno con 5μL) 
2. A cada tubo se le agregan 45μLde Buffer Hepes:Tris (18:1) 
3. Posteriormente se procede a preparar la Diclorofluoresceina (DCF) y La 

Diclorofluoresceina Diacetato (DCF-DA). 
 
DCF  
 

 
DCF (1) 

 

Se toma 4.0121 mg de DCF y se le agrega 
1mL MeOH 

Colocar en un tubo 
eppendorf de 2mL 
(negro) 

 
DCF (2) 

Tomar 50ml Buffer Hepes:Tris (9:1) a este se 
le quita 500μL y se le agregan 500μL de 
MeOH. Posteriormente se le quitan 5μL y se 
le agregan 5μL  de DCF(1). 

 
Colocar en un 
matraz aforado de 
50mL. 

 
DCF (3) 

Tomar 100μL de DCF(2) y agregarle 900μL 
del Buffer Hepes:Tris (9:1) 

Colocar en un tubo 
eppendorf de 2mL 
(negro) 

 

DCF-DA 
 

 
DCF-DA(1) 

Tomar 4.87mg de DCF-DA  a este se le 
agrega 1mL de MeOH. 

Colocar en un tubo 
eppendorf de 2mL 
(negro) 

 
DCF-DA(2) 

Tomar 50μL de DCF-DA(1) y se le 
adicionan 950μL de MeOH. 

Colocar en un tubo 
eppendorf de 2mL 
(negro) 

 
DCF-DA(3) 

Tomar 300μL de DCF-DA (2) y adicionar 
2700μL del buffer Hepes:Tris (18:1) 

Colocar en un tubo 
eppendorf de 2mL 
(negro) 

 

4. Una vez preparadas las soluciones, se procede a realizar el llenado de la 
placa de 96 pozos, de la siguiente manera: 
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Curva estándar 
 

 Buffer (9:1) DCF (3) [ng/200μL] 

Blanco 198μL 2μL MeOH 0 

1 198μL 2μL 0.08 

2 195μL 5μL 0.2 

3 190μL 10μL 0.4 

4 180μL 20μL 0.8 

5 160μL 40μL 1.6 

6 140μL 60μL 2.4 

7 120μL 80μL 3.2 

8 100μL 100μL 4 

9 80μL 120μL 4.8 

 

Muestras: 
 
145μL del Buffer Hepes:Tris (18:1) + 50μL de DCF-DA (3) + 5μL de la 
muestra (1:10) 
 

Soluciones: 
 
Buffer Hepes 

 120mM NaCl………………….7.0138g. 

 2.5mM  KCl…………………...0.1864. 

 1.2mM  NaH2PO4…………….0.1656. 

 0.1mM  MgCl2.………………..0.02033 (hidratado) 
                       ………………...0.00952 (anhidrico) 

 5.0mM  NaHCO3……………..0.4200 

 6.0mM  Glucosa……………...1.0812 

 1.0mM  CaCl2………………...0.1110 

 10.0mM Hepes……………….2.3830 
         Disolver en 1litro de agua desionizada. 

 
Buffer Tris 
 Disolver 4.84g. de Tris base en 1 Litro de agua desionizada y ajustar el pH a 7.4. 
 
Cuantificación del contenido de Proteínas por el método de Lowry et al 1951. 

 
1.  Tomar 50μL del homogenizado  de la muestra. 
2. Diluir el homogenizado en  950μL de agua destilada. 
3. Colocar 200μL de la muestra diluida en un tubo de ensayo. 
4. Agregar 1mL de la solución C, mezclar y dejar 15 minutos a temperatura 

ambiente. 
5. Agregar 200μL del reactivo Folin 1:1 (con agua destilada), mezclar y 

dejar 30 minutos a temperatura ambiente. 
6. Leer las muestras a 550nm 
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Soluciones 
 

 Solución C. 
Agregar Na2CO3 2% (2g) en una solución de NaOH 0.1N   mas 1mL de una 
solución de CuSO4 al 1% mas 1mL de una solución de tartrato de Na+/K+ al 
2%. 
 

 Folín 1:1 (Folín + agua) 
 

 NaOH 0.1N 
 

 Sulfato de Cobre 
10mL de sulfato de Cobre 1% 

 
 

Técnica de ELISA para cuantificar citocinas 
 

 
Primera Etapa: Fijación del antigeno 
1.- Agregar 100 μL de solución  de fijación a cada pozo 
2.- Agregar 5 μL de la muestra para fijar el antigeno a la placa e incubar por una 
hora con agitación. 
3.- Retirar el líquido residual 
4.-Bloquear la placa con 300 μL de ASB a cada pozo e incubar por 15  minutos 
con agitación a temperatura ambiente. 
5.- Retirar el líquido residual 
 
Segunda Etapa: Reacción antigeno- anticuerpo 
 

1. Agregar 100 μL de solución fijadora 
2. Agregar 100 μL de anticuerpo primario e incubar por una hora con agitación 

a temperatura ambiente. 
3. Retirar el líquido residual 
4. Llenar cada pozo con solución para lavado  y agitar durante 5 minutos (3 

veces) 
5. Añadir 100 μL de anticuerpo secundario  e incubar por una hora con 

agitación a temperatura ambiente 
6. Retirar el  líquido residual 
7. Añadir solución para lavar a cada pozo durante 5 minutos. 
8. Retirar el líquido residual 
9. Añadir 100microlitors de ABTS (A+B 1:1) 
10. Desarrollar el color (azul- verde) 
11. Añadir 100 microlitros de solución  de paro para la enzima peroxidasa 
12. Leer en el lector de micro-placas a 450nm. 



117 

 

                                                                                                                                                     

 
Preparación de las soluciones 
-Solución coating   (1/ 10) 
-ASB (1/20) 
-Anticuerpo secundario (1/5000) 
-Solución de lavado (1/10) 
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