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RESUMEN 

El arsénico (As) es un metaloide tóxico que afecta al sistema nervioso central (SNC), 

la exposición crónica a este agente neurotóxico induce alteraciones bioquímicas, 

patológicas y clínicas similares a las presentadas en la Enfermedad de Alzheimer (EA), 

por ejemplo, la hiperfosforilación de la proteína tau y la sobretranscripción de la 

proteína precursora amiloide (APP), representando un probable factor de riesgo para 

el desarrollo de esta patología (Alarcón et al., 2014; Carroll et al., 2017; Gong & 

OʼBryant, 2010; Y. Li et al., 2017; Ríos et al., 2012). APP es procesada a través de dos 

vías en el SNC, la vía amiloidogénica y no amiloidogénica. La primera es mediada por 

la enzima β-secretasa favoreciendo la generación de péptidos -amiloide (A), 

mientras que en la vía no amiloidogénica participa α-secretasa, una enzima que 

previene la generación de A, el principal componente de las placas seniles 

características de la EA (Bhadbhade & Cheng, 2012; Van der Kant & Goldstein, 2015). 

Se ha demostrado que los receptores purinérgicos P2X7 y P2Y2 modulan la actividad 

de α-secretasa, la estimulación de P2X7 la inhibe, mientras que la de P2Y2 la activa 

(Erb et al., 2018; León-Otegui et al., 2011; Miras-Portugal et al., 2015). Resultados de 

nuestro grupo han demostrado tanto en un modelo in vivo como in vitro que la 

exposición a As incrementa la expresión de P2X7 y disminuye P2Y2, así mismo, la 

actividad de α-secretasa disminuye. También se demostró que la exposición a As 

incrementa la producción de Aβ y la actividad de la enzima β-secretasa manera 

significativa en tejido cerebral de rata (Nino et al., 2018). Por lo anterior el presente 

proyecto tuvo como objetivo determinar si la actividad de α y β-secretasas son 

dependientes de la señalización purinérgica en un modelo in vitro expuesto a As, 

además de elucidar si el As altera la expresión a nivel de mRNA de estos receptores. 

Para cumplir con ello, células N2a fueron expuestas a 10M arsenito de sodio y 7.5M 

DMAV por 24h, se realizaron extracciones de RNA para medir la expresión de los 

receptores a nivel de mRNA por RT-qPCR. Además, las células fueron estimuladas 

con BzATP en presencia y ausencia de inhibidores de P2X7, obteniéndose lisados 

celulares para la medir la actividad de α y β-secretasas por ELISA. Como resultados 

se logró estandarizar las condiciones de cultivo e intoxicación y las condiciones de 
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amplificación de los oligonucleótidos diseñados para P2X7 y P2Y2 por PCR punto final, 

donde se observó una disminución de P2Y2 y un aumento de P2X7 mismo que fue 

corroborado por RT-qPCR. Además, se encontró que la activación del receptor P2X7 

inhibe la actividad de α-secretasa y media el aumento de la actividad de β-secretasa. 

Por tanto, se concluye que la exposición neuronal a As afecta la modulación de α y β-

secretasas a través de la alteración en la expresión de los receptores purinérgicos 

P2X7 y P2Y2, lo que posiblemente contribuye de manera similar con la 

neurodegeneración de la EA. 

Palabras clave: Arsénico (As), Enfermedad de alzheimer (EA), Proteína Precursora 

Amiloide (APP), α–secretasa, -secretasa, Receptores Purinérgicos. 
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ABSTRACT 

Arsenic is a toxic metalloid that affects the central nervous system (CNS). Chronic 

exposure to this neurotoxic agent has been reported to induce biochemical, 

pathological, and clinical alterations similar to those caused by Alzheimer’s Disease 

(EA), for example, the hyperphosphorylation of the tau protein and the over-

transcription of the amyloid precursor protein (APP), representing a probable risk factor 

for the development of this pathology. APP is a transmembrane protein which is 

processed through two different pathways in the CNS: the amyloidogenic and non 

amyloidogenic. In the amyloidogenic pathway, the β-secretase enzyme induces the 

production of -amiloide peptides (A), the main component of senile plaques 

characteristic of EA. The non-amyloidogenic, there is the participation of α-secretase, 

an enzyme that inhibits the generation of Aβ. It has been shown that the purinergic 

receptors P2X7 and P2Y2 regulate the activity of α-secretase, P2X7 stimulation inhibits 

it, while P2Y2 stimulation activates it. Results of our group have shown in an in vivo 

and in vitro model that exposure to As increases the expression of P2X7 and decreases 

P2Y2, likewise, the activity of α-secretase decreases. As far as we know, there is no 

study evaluating the activity of these receptors in relation to As. Besides the mechanism 

for which As could be altering the expression of these receptors is not defined. 

Therefore, the main objective of the present work was to determine if the activity of α 

and β-secretases are dependent on purinergic signaling in an in vitro model exposed 

to As, in addition to elucidating whether As alters the expression at the mRNA level of 

purinergic receptors. 

Keywords: Arsenic (As), Alzheimer's disease (AD), Amyloid Precursor Protein (APP), 

α-secretase, β-secretase, Purinergic Receptors. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El arsénico (As) es considerado como uno de los cinco elementos más tóxicos de la 

tierra, este metaloide se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre, 

existiendo en dos formas primarias: orgánica e inorgánica; siendo esta última la más 

tóxica. Una de las principales vías de exposición es el consumo de agua contaminada. 

En México, se estima que al menos 415 mil personas están crónicamente expuestas 

a altos niveles de As (Flora, 2018; Ortíz, 2016; RSA-CONICET, 2018) de acuerdo a la 

NOM-127-SSA el nivel máximo permitido es de 25 μg/L. Dentro de los estados donde 

se ha encontrado mayor concentración de As, están San Luis Potosí y Durango. Se ha 

reportado que la exposición a As en agua provoca diversos efectos adversos para la 

salud humana, como cáncer de piel, hígado, riñón, próstata y vejiga; así como 

desórdenes cardiovasculares, neuropatías periféricas, cambios conductuales y déficits 

cognitivos en modelos animales (Calderón et al., 2001; Espino-Valdés et al., 2009; 

Flora, 2018; Mochizuki et al., 2019). Se ha sugerido que el As podría representar un 

probable factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, 

principalmente la enfermedad de Alzheimer (EA) ya que se ha reportado que induce la 

hiperfosforilación de la proteína tau y altera la expresión de la proteína precursora 

amiloide (APP) (Chandravanshi et al., 2019; Gong & OʼBryant, 2010; Zarazúa et al., 

2011). 

Una de las características patológicas de la EA es la formación de las placas seniles, 

las cuales se encuentran constituidas principalmente por el péptido β-amiloide (Aβ) 

que deriva de la fragmentación de la APP por β- y γ-secretasas a través de la vía 

amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica intervienen α- y γ-secretasas, produciendo 

el fragmento soluble de APP (sAPP) (Blennow et al., 2006; Van der Kant & Goldstein, 

2015). Recientemente, se ha demostrado que los receptores purinérgicos, 

principalmente P2X7 y P2Y2, modulan la actividad de α-secretasa teniendo efectos 

opuestos. La activación de P2X7 da como resultado la inhibición de α–secretasa, 

mientras que P2Y2 es un activador de la misma (León-Otegui et al., 2011; Miras-

Portugal et al., 2015). 
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Resultados previos de nuestro grupo de investigación han demostrado tanto en 

modelos in vivo como in vitro, que la exposición a As conlleva a una mayor expresión 

de P2X7 y a la disminución de P2Y2. Así mismo, se encontró una menor actividad de 

α–secretasa en los sistemas expuestos a As. Además de evaluar los efectos de la 

exposición crónica a 3 ppm As en agua de bebida, en ratas Wistar sobre la producción 

y eliminación de Aβ, demostrando que la exposición a As incrementa la producción de 

Aβ y la actividad de la enzima β-secretasa (BACE1) de manera significativa en tejido 

cerebral. 

Hasta el momento no existe ningún estudio publicado en el cual se evalúe la actividad 

de estos receptores en relación con la exposición arsénico, además, no está definido 

el mecanismo por el que el As podría estar contribuyendo a la neurodegeneración 

relacionada con la EA y la señalización purinérgica. En consecuencia, en este trabajo 

se investigó si la actividad de α- y β- secretasas son dependientes de la señalización 

purinérgica en un modelo in vitro expuesto a As, además si la alteración en la expresión 

de los receptores P2X7 y P2Y2 por este agente es a nivel transcripcional. 
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2. ANTECEDENTES  

2.1. Arsénico (As) 

El As es un elemento ubicuo que en conjunto con Cd, Cr, Hg y Pb es considerado 

como uno de los 5 elementos más tóxicos de la tierra. Se encuentra ampliamente 

distribuido en el aire, suelo, alimentos marinos y agua, siendo, el consumo de agua 

contaminada una de las principales vías de exposición (Bundschuh et al., 2008; Flora, 

2018). Se estima que al menos 140 millones de personas, en 50 países, consumen 

agua que contiene niveles de arsénico superiores al valor guía provisional de la 

Organización Mundial de Salud (OMS), que establece como límite una concentración 

de As en agua potable de 0.01mg/L (Bundschuh et al., 2008; Sayato, 1989; WHO, 

2005). Medina et al., (2018) han reportado que al menos 4.5 millones de personas en 

América Latina están crónicamente expuestos a altos niveles de As (>50 μg/L). 

En México, la normatividad establece un límite máximo de 0.025mg/L en agua potable 

y 0.01mg/L en agua envasada para consumo humano (NOM-127-SSA1-1994, 

modificación 2005; NOM-201-SSA1-2015), sin embargo, la población expuesta a 

beber agua con niveles de arsénico que pone en riesgo su salud asciende a más de 2 

millones de habitantes, localizados principalmente en los estados de Chihuahua, 

Durango, Hidalgo y San Luis Potosí (Alarcón et al., 2014; Arreguín Cortés et al., 2010), 

en este último, se han reportado valores elevados de As en agua en el complejo 

hidráulico artesiano Matehuala-Cerrito Blanco, en el municipio de Rio Verde 

(Carrizales et al., 2006; Martínez-Villegas et al., 2013; Monroy Fernández et al., 2002), 

y en Morales dentro de la zona urbana de la Ciudad de San Luis Potosí (Calderón et 

al., 2001; Trejo-Acevedo et al., 2009). 

Los compuestos de arsénico pueden ser orgánicos e inorgánicos, las especies 

inorgánicas son las más abundantes en la naturaleza y son las que dan lugar a las 

diferentes formas orgánicas a través de procesos de biotransformación. Una vez que 

el As ingresa al organismo por vía digestiva, respiratoria o tópica, sufre diversas 

modificaciones con la finalidad de inactivarlo y poder eliminarlo, esto principalmente 

mediante el proceso de metilación. El metabolismo del As implica su reducción a un 
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estado trivalente y la metilación oxidativa a un estado pentavalente. La metilación de 

cada átomo de As es regulada por las enzimas metil-transferasas y la donación del 

grupo metilo se realiza a partir de S-adenosilmetionina (SAM), consumiendo de 2 a 3 

moléculas de glutatión reducido (GSH) y otros agentes reductores. Este proceso se 

lleva a cabo principalmente en el hígado, de ahí los metabolitos resultantes son 

distribuidos por todo el organismo, derivando en especies metiladas (Figura 1): ácido 

monometilarsónico (MMAIII), ácido monometilarsínico (MMAv), ácido dimetilarsónico 

(DMAIII), ácido dimetilarsínico (DMAV) y óxido trimetilarsínico (TMAV). De ellos las 

especies trivalentes tiene una vida media corta, mientras que DMAV se distribuye en 

la mayoría de los tejidos, especialmente en el tejido nervioso (Juárez-Reyes et al., 

2009; Oyanedel Giaverini, 2015; Yang et al., 2012). 

El arsénico puede causar efectos tóxicos en el organismo a través de diversos 

mecanismos, por ejemplo, interviene en los procesos celulares normales alterando 

vías metabólicas básicas, induce la reducción de grupos funcionales modificando la 

actividad de diversas enzimas y favorece un estado de estrés oxidativo, por lo que 

genera efectos celulares dañinos (Chandravanshi et al., 2018; Elio, 2009; Niño et al., 

2018; Sattar et al., 2016; Yang et al., 2012). Además, se ha documentado que la 

exposición a As provoca diversos efectos adversos para la salud humana como cáncer 

de piel, hígado, riñón y vejiga; así como desórdenes cardiovasculares y neuropatías 

periféricas; además recientemente se le ha relacionado con desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas(Chandravanshi et al., 2014; Elio, 2009; Flora, 

2018; Garza-Lombó et al., 2019; Mochizuki, 2019). 

2.2. Efectos del As en el Sistema Nervioso 

Diversos estudios sugieren que el arsénico interactúa con el sistema nervioso tanto 

periférico (SNP) como central (SNC) en humanos y animales. En el SNP la exposición 

aguda a este agente puede provocar neuropatías periféricas y parestesia de 

extremidades distales; reportes histopatológicos de biopsias mostraron que la 

axonopatía y desmielinización son los principales cambios en nervios periféricos 

(Nava-Ruíz & Méndez-Armenta, 2011); mientras que una exposición crónica puede 
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llevar al desarrollo de encefalopatías y alteraciones en  las funciones neurológicas 

(Mochizuki et al., 2019; Rodríguez et al., 2003). 

Además de los efectos mencionados anteriormente, estudios realizados en animales 

sugieren que el As es capaz de atravesar la barrera placentaria y afectar la 

morfogénesis del tubo neural, así como la barrera hematoencefálica acumulándose en 

el parénquima cerebral (Moore et al., 2019; Santoyo Perez, 2006), sin embargo, el 

mecanismo responsable de estos efectos aún no ha sido elucidado. Pocos estudios 

sugieren vías de ingreso del As al SNC; entre estos destacan la propuesta de la 

acuagliceroporina AQP9 y el transportador de glucosa GLUT1 como principales 

mecanismos de transporte (Liu et al., 2002, 2006; Sattar et al., 2016; H. Wei et al., 

2018). 

Del mismo modo, se ha informado que la exposición humana a largo plazo a este 

metaloide se ha asociado con mayor vulnerabilidad a los efectos neurotóxicos del 

mismo, además del deterioro de la función ejecutiva y el control cognitivo de la 

conducta en niños y adultos. Wasserman et al., (2014) demostraron que la exposición 

a As a concentraciones de 142 y 190 mg/L en el agua potable se asoció con déficit 

cognitivo en niños de 6 a 10 años que viven en Bangladesh. Un estudio realizado por 

Rosado et al., (2007) reportó resultados similares en niños mexicanos con 

concentraciones de arsénico urinario superiores a 50 mg/g de creatinina, dando lugar 

a puntuaciones bajas en las pruebas que miden el razonamiento visual-espacial, el 

lenguaje y el vocabulario, la memoria, la inteligencia y las habilidades matemáticas en 

niños de 6 a 8 años. En otro estudio de cohorte realizado en Torreón, México, los 

investigadores informaron que los niños expuestos a As (6-7 años con 55 μg /L de 

arsénico urinario) obtuvieron puntajes más bajos en test de lenguaje. Además, 

observaron una asociación entre la exposición a As y el comportamiento hiperactivo 

(Roy et al., 2011). Resultados de Tsai et al., (2003) sugieren que la función 

neuroconductual en adolescentes puede verse afectada por la exposición infantil a As 

en agua, estableciendo que una exposición a largo plazo es acumulativa y que conlleva 
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a mayores daños de las funciones neurológicas (función cognitiva, alteraciones del 

lenguaje y déficit de atención). 

La mayor parte de la investigación epidemiológica se ha centrado en niños, y los 

informes sobre el efecto de la exposición al arsénico en la cognición adulta son 

limitados. Sin embargo, una serie de estudios ha revelado recientemente una 

correlación significativa entre la exposición a As y una capacidad cognitiva deteriorada, 

particularmente relacionada con los síntomas de la enfermedad de Alzheimer (EA), por 

ejemplo, el proyecto FRONTIER, un estudio de cohorte realizado con la participación 

voluntaria de adultos y ancianos que residen en el oeste de Texas, en un área que 

contiene niveles de arsénico cercanos al estándar de la US EPA (por sus siglas en 

inglés, United States Environmental Protection Agency) en el agua subterránea (3-10 

μg/L). En el cual la exposición crónica a largo plazo a bajos niveles de As en agua se 

correlacionó con puntajes bajos en las pruebas de cognición global, velocidad de 

procesamiento y memoria inmediata (O’Bryant et al., 2011) 

A pesar del uso de diferentes condiciones experimentales, los estudios realizados en 

modelos animales han sido congruentes y respaldan la evidencia epidemiológica de la 

alteración cognitiva inducida por As. Especialmente aquellos estudios que evalúan las 

tareas dependientes del hipocampo; en roedores se ha demostrado que la exposición 

crónica y aguda al arsénico induce déficit del comportamiento, como problemas de 

memoria y aprendizaje espacial a corto y largo plazo (Tyler & Allan, 2014). Por ejemplo, 

la exposición a arsénico inorgánico (iAs) en agua que contiene 50 y 100 ppm o mg/L 

(concentraciones que son varias veces superiores a la recomendación de la OMS, 

0.01mg/L) durante la gestación y en las primeras etapas del desarrollo en ratas, 

conduce a alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria en la descendencia 

adulta, lo que fue también asociado con el estrés oxidativo (Xi et al., 2009). En este 

sentido, también se encontraron resultados similares en el estudio realizado por Du et 

al., (2017) donde la exposición crónica  de ratas Sprague-Dawley a 7.5 mM y  200 mM 

de trióxido de arsénico dañó las capacidades cognitivas y alteró la expresión de genes 

reguladores de la actividad neuronal (c-Fos, Arc, BDNF y Egr1). En otro estudio, la 
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exposición crónica de ratas a 100 mg/L de arsenito de sodio también resultó en 

problemas alteraciones del aprendizaje y memoria que también fueron acompañados 

por un aumento del estrés oxidativo y una disminución de los niveles de glutatión 

cerebral (Sharma & Sharma, 2013). Por lo tanto, esta evidencia sugiere que la 

exposición a diversas concentraciones de arsénico y sus metabolitos conduce a un 

deterioro cognitivo en los roedores. 

Se han realizado investigaciones para identificar los mecanismos involucrados en la 

neurotoxicidad inducida por As, actualmente, los mecanismos descritos incluyen el 

estrés oxidativo y la disminución de los sistemas antioxidantes, inhibición de las 

enzimas y proteínas que contienen tiol, inducción de apoptosis, alteración de la 

señalización colinérgica, glutamatérgica, glucocorticoide, monoaminérgica, alteración 

de la biogénesis de monoaminas, cambios en los receptores de glutamato neuronales 

y transportadores en las células gliales, alteraciones de la transmisión sináptica, 

aumento de la fosforilación de la proteína tau y sobreexpresión de APP (Escudero-

Lourdes, 2016; Hamadani et al., 2011; Nino et al., 2018; C. R. Tyler & Allan, 2014; 

Zarazúa et al., 2011) 

El estrés oxidativo es actualmente el mecanismo más estudiado y aceptado para 

explicar la citotoxicidad del As (Ercal et al., 2001). Este proceso tiene lugar cuando 

ocurre una ruptura del equilibrio entre la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en inglés) y la respuesta de los sistemas de defensa antioxidantes 

(Mochizuki, 2019). Las ROS pueden causar daño al DNA actuando de manera directa 

y de manera indirecta afectando la apoptosis, las rutas de señalización y la 

proliferación celular, las especies reactivas del nitrógeno (RNS) como el óxido nítrico 

(NO) y el peroxinitrito (NO₃⁻) también cumplen un rol importante en la generación del 

estrés oxidativo inducido por el As (Hei & Filipic, 2004; Hughes et al., 2011). En 

diversos estudios se ha visto que el As causa muerte celular por la inducción de la 

apoptosis en distintos tipos celulares (Shi et al., 2010; Singh et al., 2011). Los 

principales mecanismos por los cuales induce apoptosis incluyen la generación de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), la disrupción del potencial de la membrana 
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mitocondrial, la inducción de caspasas y la activación de las vías de señalización de 

p53 y de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) (Bode & Dong, 

2001; Pulido & Parrish, 2003). En un estudio realizado en ratas por Chandravanshi et 

al., (2018) al exponer a los animales a arsenito de sodio a dosis de 2 o 4 mg/kg (p.v.) 

durante 28 días dio como resultado un aumento de ROS, un estado de estrés oxidativo 

y un aumento de la apoptosis en la corteza frontal, hipocampo y cuerpo estriado en 

comparación con los controles. Li et al., (2017) mencionan que la exposición a este 

metaloide tiende a activar la ruta JNK/ErK, p38 MAPK y así es capaz de contribuir a la 

muerte neuronal. 

En relación al impacto que puede tener la exposición a As sobre múltiples procesos 

neurobiológicos, incluyendo las rutas de señalización colinérgicas, glutamatérgicas y 

monoaminérgicas, se han realizado investigaciones donde los componentes de los 

receptores NMDA, específicamente NR2A, se redujeron después de tres meses de 

exposición al arsénico (2.72, 13.6, 68 mg/L de arsenito de sodio) en ratones. Además, 

estos ratones exhibieron cambios morfológicos en las neuronas del hipocampo, junto 

con edema capilar y morfología de células endoteliales vasculares irregulares (Luo et 

al., 2009). La exposición a concentraciones más bajas de arsénico (5 mg/kg de peso 

corporal) también inhibió la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en el 

cerebro y se asoció con un menor rendimiento en el aprendizaje operante (Nagaraja & 

Desiraju, 1994); otro estudio demostró que la actividad de AChE disminuyó con el 

aumento de las concentraciones de arsénico en ratas macho después de cinco días 

de exposición (Patlolla & Tchounwou, 2005). Estos estudios apoyan la hipótesis de 

que el arsénico podría ser un factor de riesgo en la etiología de la enfermedad de 

Alzheimer, ya que otras investigaciones confirman la reducción de AChE, junto con la 

degeneración de las neuronas colinérgicas en esta patología (Ferreira-vieira et al., 

2016; Mufson et al., 2008). En relación a la Enfermedad de Alzheimer Gong & Bryant, 

(2010) realizaron una revisión en la cual muestran datos de que la exposición a As 

desencadena alteraciones bioquímicas, patológicas y clínicas similares a los cambios 
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presentados en esta enfermedad, representando, por lo tanto, un probable factor de 

riesgo para el desarrollo de esta patología. 

2.3. Enfermedad de Alzheimer (EA) 

La demencia es un síndrome neurodegenerativo de causas diversas, que afecta 

principalmente a adultos mayores de 60 años, aunque en los últimos decenios el 

número de casos que inician antes se ha incrementado. La enfermedad Alzheimer (EA) 

es la más común de las demencias, representando del 60 a 80% del total de casos 

reportados (ANMM, 2017). En los últimos 15 años se han realizado varios estudios de 

base poblacional en México, que han permitido contar con estimaciones de la 

prevalencia de las personas afectadas por esta enfermedad, como la Encuesta 

Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT, 2012) que estimó que la prevalencia de esta 

patología corresponde al 7.9%. Mientras que al analizar los datos sociodemográficos 

se encontró que la prevalencia por sexo, fue de 6.9% para hombres y 9.1% para 

mujeres; por grupos urbano y rural, las prevalencias fueron de 7.7% y de 9.4%, 

respectivamente; por último, de acuerdo con grupos de edad, las prevalencias 

reportadas fueron de 3.9% para los participantes de 60 a 69 años, de 8.9% para los 

de 70 a 79 años y de 19.2% para los de 80 años o más, todas ellas ajustadas por sexo, 

edad y escolaridad. Adicionalmente el Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

(INNN, 2010) estimó que algún miembro de una de cada tres familias sufrirá esta 

enfermedad. Según la Asociación Nacional Mexicana de Medicina (2017) la EA 

representa actualmente una emergencia social y de salud debido que implica no solo 

la progresión clínica para el paciente, sino también consecuencias en el costo humano 

y económico. El costo de los cuidados a largo plazo, las hospitalizaciones recurrentes, 

además de los costos secundarios derivados por los cuidados, son solo algunos de los 

problemas socio-económicos que provoca esta patología (Alzheimer Association, 

2016). Se ha calculado un costo anual per cápita en México de $6,157 dólares para el 

cuidado de una persona con demencia. Por todo lo anterior la OMS reconoce a la EA 

como una prioridad de salud pública en su informe del año 2017. 
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La OMS (2017) define a esta patología como una enfermedad crónico-

neurodegenerativa, progresiva, irreversible y de origen multifactorial; la manifestación 

clínica esencial y más temprana de la enfermedad es la alteración en la memoria, 

siendo la memoria episódica la más afectada, acompañada de alteraciones de la 

conducta, problemas de comunicación y razonamiento, a tal grado que se imposibilita 

el desarrollo de actividades cotidianas. Es importante señalar que el diagnóstico 

definitivo de esta enfermedad es post mortem. 

Desde el punto de vista de la fisiopatología, a nivel macroscópico la enfermedad se 

caracteriza por una notable atrofia de la corteza cerebral, aumento del tamaño de los 

surcos, pérdida de sustancia gris, especialmente en la corteza entorrinal, amígdala e 

hipocampo, así como pérdida de sustancia blanca y mielina (Figura 2). A nivel 

microscópico se observa una significativa pérdida de sinapsis neuronales, neuritas 

distróficas colapsadas y morfológicamente alteradas; el hecho de que esta pérdida 

sináptica sea el rasgo de la EA que mejor se correlaciona con el declive cognitivo indica 

que es clave en la patogénesis de la enfermedad, así pues se puede considerar que 

la disfunción cognitiva de esta patología se debe principalmente a la interrupción de la 

red de conexiones entre algunas áreas clave del cerebro, como el sistema límbico y 

zonas específicas de la neocorteza, más que al daño neuronal concreto (Blennow et 

al., 2006; Palop, Jorge J. & Mucke, 2011). Por otro lado, a nivel histopatológico se 

caracteriza por la presencia de ovillos neurofibrilares (NFT) constituidos en su mayoría 

por la forma hiperfosforilada de la proteína tau y la aparición de placas seniles 

formadas principalmente por el péptido β-amiloide (Aβ), derivado del fraccionamiento 

proteolítico secuencial de la proteína precursora amiloide (APP) (Álvarez et al., 2008; 

Blennow et al., 2006). 
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2.4. APP y su procesamiento  

El gen que codifica para APP se localiza en humanos en el cromosoma 21. El 

procesamiento transcripcional alternativo del producto de dicho gen conduce a la 

generación de múltiples isoformas de la proteína APP, siendo las tres principales 

APP695, APP751 y APP770 (de 695, 751 y 770 aminoácidos, respectivamente), las 

últimas dos se expresan en la mayoría de los tejidos, mientras que APP695 es la 

principal isoforma cerebral, expresada predominantemente en neuronas (Müller et al., 

2017; Zhang et al., 2011). En los mamíferos, la APP pertenece a una familia que 

incluye a la APP-like protein 1 (APLP1) y la APP-like protein 2 (APLP2), todas ellas 

son proteínas transmembrana de paso único tipo I, con un gran dominio extracelular 

(dominios conservados E1 y E2) y una cola citoplasmática corta, el dominio Aβ se 

encuentra únicamente en la proteína APP. En el SNC la APP juega un papel importante 

en la migración celular, el crecimiento de neuritas, sinaptogénesis, tráfico axonal de 

proteínas, transducción de señales transmembrana, adhesión celular y el metabolismo 

de calcio (Van der Kant & Goldstein, 2015). Existen estudios que demuestran que los 

niveles de proteína y de mRNA de las isoformas APP695 y APP770 se encuentran 

elevados en cerebros de pacientes con Alzheimer y se asocian a un aumento en los 

depósitos de Aβ (Menéndez-González et al., 2005) 

La APP es sintetizada en el retículo endoplasmático rugoso y glicosilada en el aparato 

de Golgi, para posteriormente pasar a la región trans-Golgi desde donde se transporta 

en vesículas secretoras a lo largo del axón hasta la terminal presináptica, insertándose 

en la superficie celular. Una vez en la membrana APP puede ser sometida a un 

procesamiento complejo por secretasas canónicas, así como por vías no canónicas 

recientemente implicadas dando lugar a una multitud de fragmentos biológicamente 

activos con funciones que aún se están estudiando, o puede ser reinternalizada por 

una vía de degradación endosomal/lisosomal (Müller et al., 2017; Sisodia, 1992). 

Existen 2 vías de procesamiento de la proteína APP (Figura 3), la vía amiloidogénica 

y no amiloidogénica. La primera está mediada por β-secretasa (BACE1/ BACE2), una 

aspartil proteasa integral de la membrana, presente principalmente en las neuronas, 
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también llamada memapsina2 o Asp2, que libera un fragmento APP soluble (β-sAPP) 

y el fragmento terminal β-CTF, este último es escindido por un complejo de proteasas 

intramembranal que consta de cuatro componentes: presenilina 1 y 2 (PS1y2), 

nicastrina, PEN-2, y APH-1 denominado γ-secretasa, liberando el dominio intracelular 

de APP (AICD) y péptidos β-amiloide (Aβ) de 40 a 49 aminoácidos. Siendo el péptido 

Aβ42 el más neurotóxico ya que tiene mayor capacidad de agregación, por lo cual es 

el principal componente de las placas seniles en la EA (Adeniji et al., 2017; Müller et 

al., 2017) 

Por otro lado, la vía no amiloidogénica (Figura 3) se lleva a cabo por α-secretasa 

(ADAM10), una desintegrina y metaloproteinasa transmembranal que escinde en el 

dominio Aβ entre Lys16-Leu17, generando el fragmento soluble de APP (sAPPα) y el 

fragmento terminal α-CTF (C83) que, a su vez, es escindido por el complejo γ-

secretasa liberando el péptido P3. Este último fragmento se degrada rápidamente y se 

cree que no posee ninguna función importante (Blennow et al., 2006; Lichtenthaler, 

2012).  

El principal interés de esta actividad enzimática en la EA consiste en su papel en el 

procesamiento no amiloidogénico de APP ya que, al competir con la enzima β- 

secretasa por el sustrato, α-secretasa es capaz de disminuir la síntesis y acumulación 

de Aβ; esto unido a los efectos neuroprotectores observados en su producto (sAPPα), 

ha llevado a considerar que la activación de ADAM10 puede ser una posible vía 

terapéutica para la EA (Marr, 2016; Yuan et al., 2017).  

Se han descrito diversos factores que regulan la actividad de β-secretasa, a nivel 

transcripcional uno de los más importantes es Sp1, el estudio realizado por 

Christensen et al., (2004)  demostró que un aumento inducido de este factor de 

transcripción facilitó la expresión del gen BACE 1 y se relacionó con un aumento en la 

biogénesis de Aβ. Por el contrario, se ha sugerido que NF-kB actúa como un represor 

de la transcripción de BACE-1 en cultivos neuronales diferenciados y cultivos gliales 

no activados (Lahiri et al., 2006), En contraste, Chen et al., (2012) encontraron que 

tanto los niveles de BACE1 como de NF-κB p65 aumentaron significativamente en los 
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cerebros de pacientes con EA, y que la expresión de NF-κB p65 dio como resultado 

un aumento de la actividad del promotor BACE1 y su transcripción, conduciendo a la 

escisión de APP por β-secretasa. Por otra parte, hay evidencia para apoyar la idea de 

que los fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) inhiben la activación 

transcripcional de BACE1 (Vassar, 2014).  

La regulación positiva transcripcional y traslacional de BACE1 también puede 

desencadenarse por estrés celular y especialmente oxidativo, tanto el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) como el 4-Hidroxinonenal (HNE) son mediadores probables de este 

efecto (J. Tan et al., 2016). Recientemente se descubrió que la sobreexpresión de p25, 

el activador de la quinasa 5 dependiente de ciclina (CDK5), da como resultado una 

inducción doble de los niveles de Aβ (Song et al., 2015), en este estudio, la 

sobreexpresión de p25 en ratones transgénicos condujo a la hiperfosforilación de 

STAT3 que a su vez afectó la actividad del promotor BACE1. Como consecuencia, se 

pudieron observar niveles incrementados de mRNA y proteína de BACE1 en estos 

animales transgénicos. Estos hallazgos parecen ser particularmente interesantes, ya 

que los ovillos neurofibrilares, un sello distintivo patológico de EA, están compuestos 

de proteína tau hiperfosforilada, que es fosforilada por la glucógeno sintasa quinasa 3 

(GSK3) y CDK5. Por lo tanto, CDK5 y BACE1 parecen estar involucrado en ambos 

aspectos neuropatológicos de la EA, la acumulación de placas amiloides y en la 

formación de ovillos neurofibrilares. 

La actividad de α-secretasa se encuentra estrechamente regulada a nivel 

transcripcional, traduccional y postraduccional. Hasta la fecha, los mecanismos de 

control celular de la escisión mediada por ADAM10 todavía no están completamente 

claros, pero estudios recientes han revelado diversas vías involucradas en su 

regulación (Hsia et al., 2019; Yuan et al., 2017). 

Existen diversos factores de transcripción que controlan la expresión de α-secretasa, 

la región promotora de esta enzima contiene sitios de unión para SP1 y USF (Upstream 

Stimulatory Factor), XBP-1 (X-box binding protein 1), así como un elemento sensible 

al ácido retinoico (Wetzel et al., 2017). Donmez et al., (2010) han informado que SIRT1, 
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una desacetilasa dependiente de NAD que tiene propiedades antienvejecimiento y de 

protección contra el estrés in vivo, redujo la producción de Aβ y promovió la expresión 

del gen ADAM10 a través de la coactivación de RAR (receptor del ácido retinoico). 

Otros ejemplos de regulación positiva están a cargo del ácido retinoico (RA), los 

receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARα), XBP-1 y, la activación 

de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) promoviendo la transcripción de α-

secretasa y conduciendo a mayores niveles de sAPPα y menor generación de Aβ 

(Spilman et al., 2015; View & Tang, 2020; Yuan et al., 2017). 

A nivel de traducción, la expresión de α-secretasa puede ser inhibida a través de la 

región 5'no traducida (5'-UTR) (Yuan et al., 2017), o de una secuencia de 

reconocimiento de microRNAs en la región 3'-UTR del mRNA de ADAM10 (Wetzel et 

al., 2017). Los miRNAs 144,451,103,107 y 1306 son capaces de inhibir la expresión 

de esta enzima (Augustin et al., 2012; Cheng et al., 2013). Múltiples mecanismos 

controlan la escisión mediada por ADAM10 a nivel postraduccional, incluida la 

activación de ciertos receptores, un grupo heterogéneo de moléculas, el tráfico 

intracelular de ADAM10 y la endocitosis (Hsia et al., 2019). 

Además, se ha demostrado que α-secretasa puede ser regulada por receptores 

acoplados a proteínas G (GPCRs) entre los cuales se encuentran los receptores 

muscarínicos de acetilcolina (mAChRs), receptores metabotrópicos de glutamato 

(mGluR) y receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT), una vez estimulados ejercen sus 

múltiples funciones a través de vías de señalización, dando lugar a la activación  

(Sushma & Mondal, 2019; Thathiah & Strooper, 2011). Se ha propuesto que la 

exposición a agentes neurotóxicos como el arsénico disminuye la expresión génica de 

los receptores mGluR (Jiang et al., 2014) y 5-HTR en hipocampo y corteza cerebral 

(Chang et al., 2015; Vijayakaran et al., 2014). 

Diferentes estudios que utilizan modelos tanto in vitro como in vivo postulan que los 

receptores purinérgicos pueden  estar implicados en el procesamiento de APP (Erb et 

al., 2018; Francistiová et al., 2020), específicamente P2X7 y P2Y2 a través de la 

regulación de la actividad de α-secretasa (Cieślak & Wojtczak, 2018; Vincent, 2016). 
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Se demostró que la activación de P2X7 afecta la actividad de PKC, MAPKs o GSK3 

(Ortega et al., 2010), que a su vez modulan el procesamiento de APP y la producción 

de Aβ, además, la inhibición de P2X7 dio como resultado una mayor actividad de α-

secretasa a través de la inhibición de la actividad de GSK-3β. En el 2011, León-Otegui 

et al., demostraron que la activación farmacológica de P2X7 conduce a la reducción 

de actividad de α-secretasa, mientras que el activar el receptor P2Y2 resulta en un 

incremento de la actividad de la misma en células de neuroblastoma de ratón (N2a). 

También se ha reportado que la actividad de α-secretasa aumenta con la activación 

del receptor P2Y2 en presencia de calcio extracelular (Vincent, 2016). Martin et 

al.,(2019) evaluaron en un modelo animal de la EA (APPPS1) cómo la supresión de la 

expresión de P2X7 afectaba la formación de placas amiloides (menos depósitos Aβ) y 

también disminuyó el deterioro cognitivo. 
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2.5. Receptores Purinérgicos 

Los receptores purinérgicos son una familia de proteínas que se activan por ATP/ADP 

(P2) o adenosina (P1/A). La familia de P2 se divide en dos subfamilias en función de 

su estructura molecular y de los mecanismos de transducción de la señal acoplados a 

su activación: P2X y P2Y. Los receptores de P2X (P2XRs) o receptores inotrópicos y 

los receptores P2Y (P2YRs), que son receptores metabotrópicos acoplados a 

proteínas G (Gq, Gs o Gi) (Abbracchio et al., 2008). 

2.5.1. P2XRs 

Los P2XRs son una familia de canales iónicos activados por ligandos permeables a 

cationes y aniones como Na+, K+, Ca+2 y Cl-. Se han caracterizado 7 subtipos (P2X1-

P2X7) los cuales se ensamblan en trímeros (homotrímeros y heterotrímeros) (North, 

2002; Vial et al., 2004). Las subunidades de las proteínas P2X van desde 384 (P2X4) 

a 595 (P2X7) aminoácidos de longitud. Cada subunidad posee dos dominios 

transmembranales (TM1 y TM2), regiones N- y C- terminal intracelulares, las cuales 

contienen motivos consenso para proteínas cinasas, y un asa extracelular con puentes 

disulfuro y 2 a 6 sitios consenso de N-glicosilación, esenciales para su tráfico. Existe 

una secuencia estrecha formada por regiones adyacentes TM1 y TM2 las cuales se 

presume forman el sitio de unión al ATP (Burnstock, 2007). La principal consecuencia 

de la activación de los receptores P2X es un incremento transitorio en la concentración 

intracelular de calcio libre, que despolariza la membrana. Esto induce la apertura de 

canales de calcio dependientes de voltaje, lo que se suma a la entrada de calcio a 

través del propio canal P2X. El incremento del calcio citosólico dispara posteriormente 

una serie de eventos intracelulares como activación o inhibición de proteínas quinasas, 

entre las que se encuentran la calcio-calmodulina quinasa II (CaMKII) (Diaz-Hernandez 

et al., 2004, 2006; León et al., 2006), MAP quinasas (MAPK), proteína quinasa C (PKC) 

(Erb et al., 2006) o glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) (Díaz-Hernandez et al., 2008; 

R Gomez-Villafuertes et al., 2009; Ortega et al., 2009); así como la liberación vesicular 

de neurotransmisores como acetilcolina (Diaz-Hernandez et al., 2002), glutamato 

(Gualix et al., 2003) o GABA (Rosa Gomez-Villafuertes et al., 2001). Los receptores 



 

17 

 

P2X participan en la regulación de varios procesos fisiológicos, incluyendo la 

sensación de dolor, liberación de neurotransmisores y la neuroinflamación. La 

expresión de estos receptores en el SNC varía con el tipo celular y la región del cerebro 

(Burnstock & Verkhratsky, 2010; Khakh & North, 2006). 

2.5.1.1. P2X7  

En particular, el receptor P2X7 se distribuye ampliamente en el SNC expresándose en 

neuronas, astrocitos y microglía (Godoy et al., 2019). Se distingue del resto de 

receptores P2X por su largo extremo C-terminal (aproximadamente 120 aminoácidos) 

que contiene un dominio hidrofóbico adicional (residuos 510-530) y por su baja 

sensibilidad al ATP (North, 2002), por lo tanto, se requieren altas concentraciones de 

ATP extracelular (>0.1mM) para su activación (G. Weisman et al., 2012). Además, 

P2X7 también puede ser estimulado por Benzoil-benzoil ATP (BzATP), siendo éste un 

agonista significativamente más potente (EC50 20 μM) que el ATP (Young et al., 2006). Es 

importante destacar que la afinidad de los receptores P2X por los diferentes agonistas o 

antagonistas puede variar entre las distintas especies (Donnelly-Roberts et al., 2009). Los 

antagonistas de los receptores P2X más ampliamente utilizados, como la suramina, 

bloquean al receptor P2X7 con baja afinidad y de forma no competitiva (Jacobson et al., 

2002). El Brilliant Blue G (BBG) es un antagonista más potente y selectivo sobre el receptor 

P2X7, sobre todo en rata (IC50 10-15 nM) y en ratón (IC50 100 nM), mientras que en 

humano su efectividad es mucho menor (IC50 ≥ 10 μM) (Gever et al., 2006; Jiang et al., 

2000; Geoffrey Burnstock, 2018; Godoy et al., 2019). En 2006, Abbot Laboratories 

describió dos nuevos antagonistas selectivos y competitivos de P2X7, el derivado de 

cianoguanidina disustituido (A74000376), y la tetrazolilmetilpiridina disustituida 

(A43807977), este último es eficaz en el rango nanomolar medio a alto y aproximadamente 

tres veces más potente en el ser humano que en el homólogo de rata, con poca o ninguna 

actividad en otros subtipos de receptores P2X probados. A74000376 es más potente que 

A43807977 en ambas especies, aproximadamente 10 veces en la rata y 3 veces en los 

receptores P2X7 humanos (Syed & Kennedy, 2012). Un estudio reciente informó que 

ambos también son activos, aunque a concentraciones ligeramente más altas en ratones 

(Donnelly-Roberts et al., 2009).  Tras una breve exposición al agonista (menor a 10 
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segundos) se produce una apertura rápida y reversible del receptor P2X7 que 

desencadena una serie de respuestas celulares como la activación de la caspasa-1, 

la liberación de interleucina1β (IL-1β), la proliferación celular o la apoptosis, 

dependiendo del tipo celular en el que se encuentre (Donnelly-Roberts & Jarvis, 2007; 

Ferrari et al., 2006; Kahlenberg & Dubyak, 2004; North, 2002; Verhoef et al., 2003). 

P2X7 es el receptor P2X que menos se desensibiliza y se puede mantener activado 

en presencia de ATP o BzATP durante minutos (North, 2002). Además, las 

activaciones de larga duración a veces van acompañadas de incrementos en la 

amplitud de la corriente (North, 2002; Zarrinmayeh, 2020). La activación de los 

receptores P2X7, y la consecuente entrada de calcio al interior celular, también se ha 

asociado con otras vías de señalización en las que participan la fosfolipasa D (PLD), 

NF-kB, GSK-3 y las MAPKs principalmente ERK1/2 (Aga et al., 2002; Diaz-Hernandez 

et al., 2012; Martel-Gallegos et al., 2013; Ma Teresa Miras-Portugal et al., 2019; Ortega 

et al., 2010). Participa en numerosos procesos fisiológicos incluyendo la liberación de 

neurotransmisores como el glutamato o el GABA a través de señalización intercelular. 

En condiciones fisiopatológicas estimula la inflamación pulmonar, inflamación de 

glándulas salivales y la neuroinflamación, de manera que contribuye al desarrollo de 

patologías del SNC como la neurodegeneración, la isquemia, enfermedad de 

Huntington, esclerosis múltiple y la enfermedad de Alzheimer (Burnstock, 2015, 2016). 

Para poder comprender el papel tanto fisiológico como patológico del receptor P2X7 

en el funcionamiento del organismo es importante conocer cómo se regula su 

expresión, el gen P2X7 de ratón se ubica en el cromosoma 5, mientras que el humano 

se encuentra en el cromosoma 12 (12q24.31) con la región promotora situada a 2 

kilobases (kb) del extremo 5’ del gen (Virgilio et al., 2017), se ha postulado que la 

expresión de este receptor puede encontrarse regulada por hipermetilación de las islas 

CpG que flanquean las regiones enhacers situadas muy por debajo del promotor 

activo. De hecho, se han identificado 9 sitios CpG que funcionan como elementos en 

cis inhibidores y tres sitios que se encuentran hipermetilados en epitelio cervical in vitro 

e in vivo (Zhou et al., 2009,2011). Sin embargo, la hipermetilación del promotor P2X7 
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ha sido poco analizada, y se necesitan más estudios para comprender la regulación 

transcripcional a través de la metilación de P2X7 en condiciones neurológicas 

(Jimenez-Mateos et al., 2019).  

El factor de transcripción, que se ha estudiado más ampliamente como potencial 

regulador transcripcional de P2X7, es la proteína Sp1, que pertenece a una familia de 

factores de transcripción que contiene más de 20 miembros identificados en mamíferos 

y se ha descrito que reconoce y se une a secuencias ricas en GC, incluyendo cajas 

GC, cajas CACCC (también llamadas cajas GT) y elementos de transcripción básicos 

(Black et al., 2001). Sp1 se expresa altamente en el cerebro y su actividad no está 

regulada por la expresión, sino por modificaciones postranscripcionales (Tan & 

Khachigian, 2009). Según García-Huerta et al., (2012) la región promotora del gen 

P2X7r de ratón carece de cajas TATA y CAAT y contiene siete motivos putativos para 

Sp1 con al menos dos de ellos completamente funcionales y conservados entre 

especies, usando experimentos de interferencia y sobreexpresión, demostraron que 

Sp1 regula al alza el mRNA P2X7 endógeno y los niveles de proteína en las células 

de neuroblastoma N2a, además de que la inhibición de la activación transcripcional 

mediada por Sp1 por la mitramicina A redujo los niveles endógenos del receptor P2X7 

en cultivos primarios de neuronas corticales y astrocitos. Más recientemente, Engel et 

al., (2017) corroboran estos datos en un modelo in vivo de ratones con estado 

epiléptico. 

También se ha reportado que la región 3’-UTR de P2X7 presenta múltiples sitios de 

unión para diversos microRNAs, incluidos los de mayor expresión cerebral como lo 

son miR-124-3p, miR-22-3p, miR-150-5p y miR-125-5p (Jimenez-Mateos et al., 2019). 

Datos recientes han identificado al microRNA-22-3p como un potente represor 

postranscripcional de la expresión de P2X7 en un modelo in vivo, en este estudio la 

inhibición de el microRNA-22 resultó en una mayor expresión de P2X7, mientras que 

al suministrar este microRNA en el cerebro se redujeron los niveles de expresión de 

este receptor (Jimenez-Mateos et al., 2015).  

A la fecha se han identificado 8 procesamientos alternativos y numerosos 

polimorfismos del receptor P2X7 (Benzaquen et al., 2019; Feng et al., 2006; Ferrari et 
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al., 2006). En el gen P2X7 humano se han descrito más de 815 polimorfismos de 

nucleótido único (SNPs), pero sólo a algunos de ellos se les ha atribuido pérdida o 

ganancia de función del receptor (Roger et al., 2010; Stokes et al., 2010; Sun et al., 

2010; J. X. Xu et al., 2012). Dentro de la región promotora se han identificado 5 SNPs, 

pero hasta la fecha ninguno de ellos se ha asociado con un fenotipo específico de 

respuesta (De Marchi et al., 2016; Li et al., 2002) y aunque la mayoría de estas 

variantes no son funcionales por sí mismas, su presencia junto con otras subunidades 

puede alterar la función de otros receptores o dar lugar a un fenotipo diferente 

(Benzaquen et al., 2019; Feng et al., 2006). 

Además, se han identificado diez diferentes variantes de splicing de P2X7 humano 

(cuya nomenclatura asignada va de P2X7RA a J), siendo P2X7RA el receptor de 

longitud completa bien caracterizado (Cheewatrakoolpong et al., 2015; Virgilio et al., 

2017), las variantes -C, -E y -G , codifican proteínas muy cortas y se supone que no 

pueden formar un receptor de canal. Por el contrario, se ha descrito que las variantes 

-B y -J se expresan en condiciones normales y/o patológicas e interfieren con las 

respuestas biológicas inducidas por P2X7. La variante P2X7RB se expresa en casi 

todos los tejidos, particularmente en células del sistema inmune y el sistema nervioso 

(Benzaquen et al., 2019), la función de esta variante fue probada en células HEK293 

transfectadas, lo que reveló una sensibilidad reducida a BzATP (500 µM) y una 

modificación de la entrada de Ca 2+ (EC50 aumentada aproximadamente 5 veces). La 

importancia de esta variante radica en que se ha observado una gran expresión de la 

misma, aún mayor a la variante base (P2X7RA) (Adinolfi et al., 2010).  
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2.5.1.1.1 PAPEL DE P2X7 EN LA EA 

Diferentes estudios que utilizan modelos tanto in vitro como in vivo postulan que los 

receptores purinérgicos pueden estar implicados en el desarrollo y la progresión de la 

EA, específicamente el receptor P2X7 (Erb et al., 2018; Francistiová et al., 2020). Se 

ha descrito ampliamente que este receptor participa en diferentes procesos 

inflamatorios (Di Virgilio et al., 2017), cuando el proceso inflamatorio se prolonga, se 

convierte en un mecanismo neurodegenerativo resultante de la activación prolongada 

de los astrocitos y la microglía en respuesta al estrés oxidativo, el cual además se ha 

postulado como un elemento clave para el desarrollo de la EA (Franke et al., 2012; 

Kinney et al., 2018). La microglía tras su activación a través de la estimulación del 

receptor P2X7, es capaz de liberar TNF-α, ATP e IL-1β, está última es una citocina 

capaz de regular la expresión de muchos mediadores proinflamatorios en el cerebro 

de pacientes con EA, aumentar el procesamiento de la APP, así como de fosforilar la 

proteína tau, que normalmente juega un papel importante en el ensamblaje de los 

monómeros de tubulina en microtúbulos para formar la red de microtúbulos neuronal, 

los cuales contribuyen al mantenimiento de la forma celular y sirven como vía de 

transporte a través de los axones, la forma hiperfosforilada, es el constituyente 

mayoritario de los ovillos neurofibrilares (NFTs) descritos en la enfermedad de 

Alzheimer, el desplazamiento y sustitución en el citoesqueleto normal por NFTs de tau 

hiperfosforilada, hace que se depositen acúmulos de Aβ en el espacio extracelular y 

el parénquima cerebral, lo que puede contribuir al daño de las neuronas (Erb et al., 

2019; Kanellopoulos & Delarasse, 2019; Kong et al., 2005; Lara et al., 2020; Sanz et 

al., 2009). En pacientes afectados por Alzheimer, así como en modelos de ratones 

transgénicos empleados en el estudio de esta enfermedad, se ha encontrado que la 

expresión del receptor P2X7 en cerebro se encuentra incrementada alrededor de las 

placas amiloides y localizada en la microglía activada y en astrocitos (McLarnon et al., 

2006; Parvathenani et al., 2003; Woods et al., 2016). Los receptores P2X7, además, 

median la producción de peróxido de hidrógeno en microglía, contribuyendo así a la 

neurodegeneración que sucede en un modelo animal de esta enfermedad (McLarnon 

et al., 2006; Parvathenani et al., 2003). Estudios in vitro han demostrado que la 
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inhibición del receptor P2X7 aumenta la actividad del enzima α-secretasa mediante la 

inhibición de GSK-3. Además, la inhibición in vivo del receptor P2X7 en ratones 

transgénicos que contienen una mutación en la proteína precursora amiloide (APP) 

humana reduce significativamente el número de placas amiloides en el hipocampo, al 

disminuir la actividad de la GSK-3 y favorecer el procesamiento proteolítico de la APP 

por la α-secretasa (Diaz-Hernandez et al., 2012). 

Las propiedades del receptor P2X7 pueden ser empleadas en terapias nuevas, donde 

la administración de un antagonista puede prevenir los efectos adversos causados por 

una neuroinflamación crónica, así como por la actividad patológica en células 

neuronales y giales (Heppner et al., 2015), por ejemplo, el antagonismo de P2X7 

puede resultar en el bloqueo de la apoptosis mediada por este, ya que previamente se 

ha demostrado que la activación neuronal de P2X7 por ATP o BzATP induce apoptosis 

mediada por caspasa y FAS (Kong et al., 2005; Gandelman et al., 2013). Ryu y 

McLarnon (2008) observaron la actividad neuroprotectora y la inhibición de la 

respuesta inflamatoria tras la administración de BBG, uno de los antagonistas del 

receptor P2X7. La administración de BBG conllevó una expresión disminuida de este 

receptor en la superficie de las neuronas de rata, gliosis atenuada y una menor 

filtración en la barrera hematoencefálica, lo cual había sido inducido por la 

administración previa de Aβ. Además, se demostró que el antagonismo neuronal de 

P2X7 era terapéutico en un modelo de ratón transgénico J20 hAPP de EA, donde la 

administración sistémica de BBG evitó la formación de placas de Aβ (Diaz-Hernandez 

et al., 2012). Recientemente, se ha descrito que en los ratones transgénicos APPPS1, 

la deficiencia de P2X7 reduce el deterioro cognitivo y el número de placas Aβ (Martin 

et al., 2019). Todos los datos anteriores sugieren que la desregulación de la 

señalización de P2X7 puede ser uno de los factores que promueven el procesamiento 

de APP en la EA. 
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2.5.2. P2YRs 

Los receptores P2Y (P2YRs), son una familia de receptores metabotrópicos que se 

encuentran acoplados a proteínas G (Gq, Gs o Gi), por lo que poseen la topología 

característica de estos, siete segmentos transmembrana hidrofóbicos conectados por 

tres asas extracelulares y tres intracelulares. El extremo N-terminal se orienta hacia el 

espacio extracelular, mientras que el extremo C-terminal posee una orientación 

intracelular. Esta familia de receptores consta de ocho subtipos diferentes P2Y1, P2Y2, 

P2Y4, P2Y6, P2Y11-14 y su longitud varía de 328 a 377 aminoácidos. Tienen distintos 

perfiles farmacológicos en su respuesta a los agonistas endógenos, incluyendo ATP, 

UTP, UDP y UDP-glucosa (Burnstock, 2006; Von Kügelgen & Hoffmann, 2016).  

Los receptores P2Y se expresan a lo largo de todo el organismo, mediando o 

modulando numerosos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, entre ellos la 

inflamación, el crecimiento celular y la trombosis. Además, en el SNC, los receptores 

P2Y se expresan en neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglía llevando a cabo 

funciones fisiológicas en la neurotransmisión, la neurogénesis y la comunicación 

celular glial-neuronal (Fields & Burnstock, 2006; Puchałowicz et al., 2014). Los 

receptores P2Y están igualmente acoplados a la modulación de canales iónicos, como 

los canales dependientes de voltaje de Ca2+ o K+, los receptores NMDA de glutamato, 

los propios receptores P2X y los receptores de vanilloides (Lechner y Boehm, 2004; 

Abbracchio et al., 2006). Se ha demostrado que la activación de estos receptores 

genera respuestas neuroprotectoras haciéndolos nuevas dianas en el tratamiento de 

patologías del SNC, incluyendo la EA (Weisman, et al., 2012; Miras-Portugal et al., 

2019). 

2.5.2.1. P2Y2 

El receptor P2Y2 se expresa principalmente en células epiteliales, endoteliales, células 

de músculo liso, leucocitos, cardiomiocitos y osteoblastos (Burnstock & Knight, 2004). 

También ha sido identificado en células derivadas del SNC y SNP incluyendo células 

de Schwann, neuronas corticales, oligodendrocitos, astrocitos corticales, células de 
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astrocitoma y líneas celulares de astrocitos inmortalizados (Weisman et al., 2012; 

Boeynaems et al., 2012). 

Este receptor posee unas características estructurales especiales que le permiten 

interaccionar tanto con integrinas como con otros receptores, lo cual hace que esté 

implicado en numerosos fenómenos fisiológicos y patológicos (G. Weisman et al., 

2012). Estructuralmente, el receptor P2Y2 presenta siete dominios transmembrana, 

con un extremo amino extracelular y un extremo carboxilo intracelular. En su primer 

bucle extracelular presenta un dominio Arg-Gly-Asp (RGD) que permite su unión a 

integrinas αvβ3/β5. Esta unión permite que el receptor presente un estado de alta 

afinidad hacia el ligando (Weisman et al 2005). Por otro lado, en su extremo C-terminal 

y en el tercer bucle extracelular presenta secuencias de Ser/Thr que pueden ser dianas 

para quinasas asociadas a GPCR y a PKC. También presenta dominios ricos en 

prolina (motivos PXXP, donde P corresponde a Prolina y X a cualquier aminoácido) de 

homología SH3 en el extremo C-terminal que intervienen en la transactivación de las 

vías de señalización activadas por receptores de factores de crecimiento (Weisman et 

al 2005), y en la unión a proteínas Src y PI3K (Weisman et al., 2012). 

Se ha descrito que el receptor P2Y2 está acoplado a la activación de PLC a través de 

la proteína Gαq/11, mediando la producción de Inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol 

(DAG), dos segundos mensajeros en la liberación de calcio desde reservorios 

intracelulares y en la activación de PKC encargada de modular la síntesis y/o liberación 

de ácido araquidónico (AA), prostaglandinas y óxido nítrico (NO) (Abbracchio et al., 

2008; Burnstock & Abbracchio, 2006; G. Weisman et al., 2012). 

Los receptores P2Y2 son activados completamente por cantidades equivalentes de 

ATP y UTP (EC50 0.5-3 μM) (G. Weisman et al., 2012), mientras que el ADP y el UDP 

han mostrado ser agonistas mucho menos efectivos (von Kügelgen, 2019). ATP-γ-S y 

UTP-γ-S son agonistas sintéticos y han demostrado ser más potentes para la 

activación del receptor P2Y2 (EC50 0.5-0.83 μM) que sus análogos endógenos, sin 

embargo el agonista selectivo MRS2698 se ha postulado como el más efectivo para la 

activación de este receptor (EC50 of 0.008 μM) (King & Townsend-Nicholson, 2003; P. 

Xu et al., 2018). Asimismo, ensayos de expresión heteróloga han demostrado que el 
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receptor P2Y2 murino y de rata puede ser estimulado por BzATP (Erb et al., 1993; 

Wildman et al., 2003). Además de los nucleótidos trifosfato, el receptor P2Y2 puede 

ser activado también por dinucleótidos tetrafosfato, como el Ap4A o el Up4U (P. Xu et 

al., 2018). Mientras que la suramina y PPADS actúan como antagonistas competitivos  

de los receptores P2Y2 de rata, ratón y humanos, sin embargo no son selectivos (King 

& Townsend-Nicholson, 2003; P. Xu et al., 2018). Se ha demostrado que el compuesto 

1-amino-4- (2-metoxifenil)-2 sulfoantraquinona (PSB716) es un potente antagonista de 

P2Y2 con un valor IC50 en el rango micromolar bajo y recientemente se está probando 

la efectividad del compuesto AR-C118925 como antagonista más selectivo para el 

receptor P2Y2 tanto de humano como de ratón (Kindon et al., 2017; Rafehi et al., 

2016). 

La activación de receptores P2Y2 provoca una multitud de respuestas celulares en 

diversos tejidos. Específicamente, en el sistema nervioso central inducen la 

proliferación de astrocitos dependiente de ERK en varias situaciones, incluyendo 

lesiones y trauma (Weisman et al., 2012). Camden et al., (2005) postulan que un 

aumento en la expresión neuronal de P2Y2 cumple con funciones neuroprotectoras 

pudiendo ser una posible diana farmacológica para enfermedades neurodegenerativas 

(Weisman et al., 2012). 

2.5.2.1.1. PAPEL DE P2Y2 EN LA EA 

En particular, el receptor P2Y2 se encuentra implicado en la regulación del 

procesamiento de APP, principalmente a través de la activación de la vía no 

amiloidogénica (Erb et al., 2015). De acuerdo con Camden et al., (2005) la activación 

del receptor P2Y2 expresado en células de astrocitoma humano 1321N1 aumentó la 

liberación de sAPPα. En estudios previos realizados en tejido cerebral de pacientes 

con EA se encontró que la expresión de P2Y2 se redujo selectivamente en la corteza 

occipital, al compararlas con muestras de controles sanos, mientras que la expresión 

de los receptores P2Y4 y P2Y6 permanece sin cambios (Lai et al., 2008). En modelos 

animales de EA se ha observado una regulación positiva de P2Y2 en etapas 

tempranas de la enfermedad, sin embargo, con la progresión de la enfermedad 
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disminuye la expresión de P2Y2 guardando una correlación con el incremento de los 

depósitos de Aβ en corteza cerebral e hipocampo (Ajit et al., 2014). Lo anterior sugiere 

que la neuroprotección dada por P2Y2 se pierde en etapas posteriores de la EA. Kim 

et al., (2012) reportaron que en células microgliales primarias de ratón, la activación 

de los receptores P2Y2 por UTP induce la captación y degradación de Aβ1-42. 

Los receptores neuronales P2Y2 también participan en la fosforilación de una proteína 

del citoesqueleto, la cefalina, que lleva finalmente a estabilizar el crecimiento de 

neuritas y de espinas dendríticas. Este es otro mecanismo neuroprotector más, en el 

que participa este receptor, en el curso de la enfermedad de Alzheimer (Franke et al., 

2011). Esto indica que los receptores P2Y2 pueden formar parte de mecanismos de 

neuroprotección y que constituyen una posible diana terapéutica que puede prevenir 

la muerte neuronal en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. 
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2.5.3. ANTECEDENTES INMEDIATOS 

Recientemente, se ha demostrado que los receptores purinérgicos, principalmente 

P2X7 y P2Y2, modulan la actividad de α-secretasa teniendo efectos opuestos. La 

activación de P2X7 da como resultado la inhibición de α–secretasa, mientras que P2Y2 

es un activador de la misma (Miras-Portugal et al., 2015). Nuestro grupo evaluó los 

efectos de la exposición crónica a 3 ppm As en agua de bebida, en ratas Wistar sobre 

la producción y eliminación de Aβ, demostrando que la exposición a As incrementa la 

producción de Aβ, la actividad de la enzima BACE1 y la expresión de APP de manera 

significativa en tejido cerebral (Nino et al., 2018). En relación con lo anterior, algunos 

de los estudios sugieren que el arsénico puede tener un papel en la etiología de la EA,  

Zarazúa et al., (2011) publicaron un estudio en el que se realizó la exposición de 

cultivos neuronales primarios derivados de ratones transgénicos Tg2576 a arsenito de 

sodio y DMAV, estos ratones sobreexpresan APP, por lo que se consideran como un 

buen modelo de desarrollo temprano de la EA; en este estudio se observó que el As 

altera el procesamiento de APP incrementando los niveles de Aβ y se sugiere que 

podría disminuir la actividad de α-secretasa. 

Así también resultados de Barrón-López, 2018 (Tesis de Maestría) demuestran que la 

actividad enzimática de -secretasa disminuye en un 10 % en ratas expuestas a 3 ppm 

As en comparación con el grupo control, siendo estadísticamente significativo (Figura 

4A). Además de manera preliminar demuestra, que en este modelo in vivo de 

exposición los receptores P2X7 y P2Y2 se encuentran alterados en el lisado cerebral 

total (Figura 4B y C). Adicionalmente también se demostró en un modelo in vitro, que 

la exposición a arsénico conlleva a una mayor expresión de P2X7 y la disminución de 

P2Y2 a nivel de proteína (Figura 5A y B), lo cual también se corroboró por PCR punto 

final (Figura 6; Tesis en Proceso Santiago-Nava). Adicionalmente, se encontró una 

menor actividad de α–secretasa en los sistemas expuestos a As (Figura 5C).  

En este sentido, ya que los receptores purinérgicos están involucrados en numerosos 

procesos neurológicos, y con base en los últimos resultados obtenidos en 

colaboración, el presente proyecto tendrá como propósito entender los mecanismos 
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que conllevan a la neurodegeneración inducida por As, por lo que se plantea evaluar 

la expresión y función de P2X7 y P2Y2 al exponer cultivos neuronales a arsénico y 

evaluar la actividad de α y β-secretasas sobre el procesamiento de APP cuando el 

receptor P2X7 es activado. Hasta el momento no existe un estudio en la cual se evalúe 

la actividad de estos receptores en relación con este agente neurotóxico, así también 

no existe evidencia sobre la modulación y mecanismos del As sobre los receptores 

purinérgicos y su papel en el procesamiento de APP en la neurodegeneración 

asociada a la EA. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

Como se ha comentado previamente, la exposición a As se produce principalmente a 

través de agua contaminada. Estudios recientes señalan al As como un factor de 

riesgo en el desarrollo de la EA. Adicionalmente, en los últimos años se ha demostrado 

la participación de los receptores purinérgicos en la patología de EA a través de la 

modulación de la enzima α-secretasa encargada del procesamiento no amiloidogénico 

de la APP e induciendo neuroinflamación. Resultados previos de nuestro grupo de 

investigación (Barrón-López, 2018, Tesis de Maestría) demuestran que los receptores 

P2X7 y P2Y2 se encuentran alterados en modelos de investigación del sistema 

nervioso in vivo e in vitro expuestos a As. Hasta el momento no existe ningún estudio 

publicado en la cual se evalúe la actividad de estos receptores en relación con este 

agente, además no está definido el mecanismo por el que el arsénico podría estar 

contribuyendo en la neurodegeneración relacionada con la EA, por lo que se propone 

que uno de ellos podría ser a través de la alteración en la expresión de los receptores 

purinérgicos. Sin embargo, poco es lo que se sabe sobre el posible papel estos 

receptores en el procesamiento proteolítico de la proteína APP, por lo que resulta de 

interés investigar los efectos de la exposición a arsénico sobre la expresión y función 

de los receptores purinérgicos P2X7 y P2Y2 en un cultivo neuronal, así como si la 

actividad de α y β-secretasas es dependiente de estos receptores. 
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4. HIPÓTESIS  

La exposición a arsénico afecta la modulación de α y β-secretasas a través de la 

alteración en la expresión de los receptores purinérgicos P2X7 y P2Y2 en cultivos 

neuronales, lo que contribuye con la neurodegeneración de la Enfermedad de 

Alzheimer. 

5. OBJETIVOS  

5.1. Objetivo General 

Determinar si la actividad de α y β-secretasas es dependiente de la señalización 

purinérgica en un modelo in vitro expuesto a arsénico, además de elucidar el 

mecanismo por el cual este agente altera la expresión de los receptores purinérgicos 

contribuyendo a la neurodegeneración relacionada con la EA. 

5.2. Objetivos Específicos 

Determinar cuantitativamente la expresión a nivel de mRNA de los receptores 

P2X7 y P2Y2 en células Neuro2a expuestas a As. 

Evaluar la actividad de α-secretasa al estimular y/o inhibir los receptores 

purinérgicos en neuronas con y sin exposición a As. 

Evaluar la actividad de β-secretasa al estimular y/o inhibir los receptores 

purinérgicos en neuronas con y sin exposición a As. 

Detectar el fragmento C83 en neuronas con y sin exposición a As y al estimular 

y/o inhibir los receptores purinérgicos. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1. Cultivo Celular  

Se utilizó la línea celular de neuroblastoma de ratón Neuro 2a (N2a) obtenida de 

American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, USA). Esta línea celular proviene 

de células de neuroblastoma cerebral de ratón albino y se caracteriza por tener un 

crecimiento adherente y una morfología neuronal ameboide. Se seleccionó esta línea 

debido a su amplia versatilidad, además que ha sido utilizada para estudios de vías de 

señalización y procesos de diferenciación neuronal, adicionalmente se ha utilizado 

como modelo para estudiar la EA ya que expresa de manera endógena APP y además 

expresa los receptores P2X7 y P2Y2 (León-Otegui et al., 2011; M. Teresa Miras-

Portugal et al., 2015). Las células se cultivaron en DMEM suplementado con suero 

bovino fetal (FBS) inactivado por calor al 10%, 3.5 g de glucosa, 1% de 

antibiótico/antimicótico y L-glutamina (200 mM), en una incubadora de atmósfera 

controlada de CO2 al 5% y a una temperatura constante de 37°C. El reemplazo de 

medio se hizo cada 2-3 días, para el mantenimiento de la línea se realizaron pases 

cada siete días utilizando solución salina balanceada de Hank’s (HBSS) para levantar 

las células de los platos de cultivo (60mm Cell culture Dish) y tras recoger las células 

y centrifugar, se resembraron en pases 1:6-1:12 según las necesidades al alcanzar 

una confluencia del 90%. 

6.2 Exposición del cultivo a medio de intoxicación 

Las células destinadas para cada grupo (control, arsenito de sodio y DMAV) se 

observaron constantemente, al alcanzar una confluencia del 85 % se expusieron a los 

medios de intoxicación respectivos, al grupo control solo se le realizó un cambio de 

medio y se añadió el vehículo de los compuestos de arsénico, mientras que los grupos 

expuestos a NaAsO2 y DMAV fueron incubados en presencia de 10 µM NaAsO2 y 7.5 

µM DMAV respectivamente durante 24 horas a 37ºC. Las concentraciones utilizadas 

se basaron en el protocolo descrito previamente por Barrón-López, 2018 (Tesis de 

Maestría), donde se estableció la concentración del compuesto en los medios de 

intoxicación y el tiempo de exposición en la línea celular N2a de acuerdo con los 
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criterios de la normatividad internacional ISO 10993-5:2009 (Ensayos de citotoxicidad 

in vitro) donde se estipula un 80% de viabilidad celular para realizar ensayos de 

citotoxicidad.  

Al cumplir el periodo de exposición se realizó la colecta y se destinaron las células a 

extracción de proteínas, extracción de RNA o fueron estimuladas con BzATP en 

presencia y ausencia de inhibidores para P2X7. 

6.3. Análisis de la expresión de los receptores P2X7 y P2Y2 en células Neuro2a 

Los análisis de expresión génica se llevaron a cabo mediante cuantificación de los 

transcritos expresados realizando análisis de RT-PCR en tiempo real. 

6.3.1. Extracción y control de calidad de las muestras de RNA total  

La extracción de RNA total a partir del cultivo celular N2a con y sin exposición a 

NaAsO2 y DMAV, se realizó siguiendo el protocolo descrito en el kit comercial TRIzol® 

Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) cuyo fundamento está basado en el uso de 

una solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina que permite la obtención 

de moléculas de RNA de tamaño variado. El reactivo de TRIzol mantiene la integridad 

del RNA al inhibir eficientemente la actividad RNAasa al momento de romper y 

homogenizar las células. Después de homogenizar la muestra, se añadió cloroformo, 

lo que permite la separación de una fase acuosa superior (conteniendo el RNA), una 

fase intermedia (contiene DNA), y una fase inferior orgánica (conteniendo proteínas). 

Tras la separación de la fase acuosa a un nuevo tubo, el RNA se precipitó de la fase 

acuosa empleando isopropanol. Posteriormente se procedió a analizar la calidad del 

RNA total obtenido. 

La concentración de RNA en las muestras extraídas se determinó mediante un 

espectrofotómetro UV-Visible, cuantificando la absorbancia a 260 nm. El grado de 

pureza del RNA se estimó a partir del cociente entre la absorbancia de la muestra 

medida a 260 nm y a 280 nm (A260/A280) el cual, para una disolución de RNA puro, 

debe tener un valor igual o muy próximo a 2, lo que se obtuvo. El factor de conversión 

utilizado fue de 40 µg mL-1. Posteriormente se realizó una corrida electroforética con 
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las muestras para analizar la integridad del RNA, observando una relación 2:1 entre el 

rRNA 28S y 18S. 

6.3.2. Retrotranscripción (RT) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La síntesis de DNA complementario (cDNA) a partir de 4 μg de RNA total extraído de 

las células N2a con y sin exposición se realizó utilizando el kit GoScript™ Reverse 

Transcription System (A5000 Promega©, Madinson, W. USA). La reacción se 

desarrolló durante 5 minutos a 70 °C para desnaturalizar, posteriormente se detuvo y 

se añadió el RT-Mix, se reanudó a 25 °C por 5 minutos para el alineamiento, se 

procedió a 42 °C por 1 hora para extensión, seguida de una incubación a 70 ºC durante 

15 minutos con el fin de inactivar la transcriptasa inversa. Posteriormente se 

cuantificación del cDNA obtenido mediante un espectrofotómetro UV-Visible. 

6.3.3. Amplificación por PCR cuantitativa en tiempo real 

Esta técnica permite evaluar si el efecto que ejerce el As sobre la expresión de los 

receptores es a nivel transcripcional, al cuantificar la expresión de un determinado gen 

o genes en una muestra de DNA, se basa en la relación directa que existe entre la 

cantidad de DNA molde inicial y el producto que se amplifica a partir del mismo. De 

esta forma a mayor cantidad de DNA molde, más temprana será la aparición del 

producto amplificado. El seguimiento del proceso de amplificación se llevó a cabo 

mediante SYBR Green, que mediante fluorescencia permite cuantificar los productos 

que se van sintetizando durante el transcurso de la reacción. 

Los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo a partir una dilución de las 

muestras de cDNA obtenidas previamente, utilizando el kit Maxima™ SYBR™ 

Green/ROX 2X (Thermo Scientific™, Waltham, MA USA). Se utilizaron los 

oligonucleótidos diseñados para los receptores P2X7, P2Y2 y β-actina (Tabla 1). 

Para el ensayo de amplificación se utilizaron tiras de tubos para PCR con lámina de 

sellado, se preparó un Master Mix conteniendo 12.5 µL de 2X Maxima SYBR 

Green/ROX qPCR, se añadieron los primers a una concentración de 0.3 µM cada uno, 
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100 ng de cDNA y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de 

reacción de 25 µL.  

El protocolo a seguir fue un precalentamiento a 95 °C por 5 minutos, luego 40 ciclos a 

95 °C por 15 segundos, una temperatura de alineamiento por 30 segundos y una 

extensión de 72°C por 30 segundos. Como parte de la estandarización del protocolo 

de qPCR, se realizó una curva de disociación, esto a través de incrementar la 

temperatura desde 60 °C hasta 95 °C, a una velocidad de 0.1 °C/s, donde se obtuvo 

la mejor Tm para cada uno de los primers utilizados. 

La cuantificación de los niveles de expresión de genes P2X7 y P2Y2 se realizó 

mediante la normalización con el control endógeno. Como control interno de 

amplificación se analizó la expresión del gen constitutivo β-actina en todas las 

muestras obtenidas. La expresión normalizada se calculó de genes individuales de la 

siguiente manera: 2-ΔP2X7 o P2Y2/ 2-Δ β-actina. 
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6.4. Actividad de α-secretasa 

Para la realización de este ensayo se sembraron 2 cajas de 6 mm de cultivo celular, 

tras la exposición de los cultivos a As y DMAV durante el tiempo antes descrito, se 

levantaron las células, se realizó la exposición respectiva a los antagonistas y 

agonistas para los receptores P2X7 durante 15 min a 37ºC (Grupo sin estímulo, 

expuesto a BzATP 300 µM, A43807977 10 µM y A74003 10 µM). Después se 

obtuvieron los lisados celulares y se realizó la cuantificación de proteína de cada 

muestra mediante el ensayo BCA Protein Assay Kit (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX USA). 

La actividad de α-secretasa se determinó mediante el kit comercial SensoLyte 520 

TACE (α-Secretase) Activity Assay Kit (AnaSpec, Fremont, CAL USA) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. El sustrato es un péptido de transferencia de energía de 

resonancia fluorescente (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) que 

contiene un grupo aceptor de fluorescencia (QXL-520) y un grupo donador de 

fluorescencia (5-FAM), así α-secretasa al actuar corta su sustrato, partiendo la 

estructura quimérica en dos partes, y al alejarse el fluoróforo de su quencher, se puede 

detectar emisión de luz si el fluoróforo es excitado a una determinada longitud de onda 

(Figura 7). 

El ensayo se llevó a cabo a temperatura ambiente, se realizó una curva de calibración 

con diluciones en serie a concentraciones de 2, 1, 0.5, 0.25, 0.12 µM a base del 

estándar de referencia 5-FAM (todo lo anterior se realizó protegiendo los reactivos de 

la luz), además de realizar pruebas por duplicado para determinar las concentraciones 

a utilizar de los lisados celulares, probándose 100, 50, 12.5 y 1 µg , se obtuvo mejor 

señal de florescencia al utilizar 12.5 µg por lo que se optó en establecer esta para el 

estudio. La reacción se inició con la adición de 50 µL del sustrato TACE en las placas 

multipocillos de fondo oscuro, posteriormente se realizó una incubación a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. La fluorescencia se midió utilizando un lector de 

fluorescencia para placas multipocillo Synergy ™ H1 (BioTek, Winooski VT USA). Las 

λ de excitación y de emisión fueron 490 y 520 nm, respectivamente.  



 

36 

 

6.5. Actividad de β-secretasa 

La determinación de la actividad de β-secretasa (BACE) se obtuvo mediante el Kit 

comercial SensoLyte® 520 β-Secretase Assay Kit (AnaSpec, Fremont, CAL USA) de 

acuerdo con el protocolo del fabricante. Este ensayo se basa en la escisión en Leu-

Asp de un péptido específico de β-secretasa para dar lugar finalmente a una señal 

fluorescente. La intensidad de la señal fluorimétrica es proporcional al grado de 

hidrólisis del sustrato peptídico, y, por tanto, a la actividad enzimática β-secretasa. 

Para ello se utilizaron 12.5 µg de proteína del lisado celular tras su exposición al 

tratamiento y su activación e inhibición con respectivos agonistas y antagonistas del 

receptor P2X7. El ensayo de actividad enzimática se lleva a cabo en ausencia 

(reacción de control), y en presencia del compuesto a ensayar, en un determinado 

rango de concentraciones. Para cada uno de los compuestos en estudio se determinó 

su valor de fluorescencia emitida en ausencia del enzima, valor que se sustrajo a la 

señal de fluorescencia emitida de la reacción en presencia de enzima. La fluorescencia 

se midió tras la incubación a 37 °C durante 1 hora, utilizando un lector de fluorescencia 

para placas multipocillo Synergy ™ H1 (BioTek, Winooski VT USA) a una excitación 

de 490 nm y emisión de 520 nm. 

6.6. Cuantificación de proteínas  

La extracción de proteínas totales se hizo a partir de cultivos de células N2a, las cuales 

fueron expuestas a 10 µM de NaAsO2 y 7.5 µM de DMAv durante 24 horas a 37ºC, se 

destinaron 6X106 células por cada condición (control, NaAsO2, DMAv). Una vez 

realizado el tratamiento, el medio de cultivo se retiró en su totalidad y se realizaron 2 

lavados con tampón fosfato salino (PBS) a 4 ºC, las células se recogieron con HBSS 

y se colocaron en tubos de 1.5 mL para posteriormente centrifugarse a 2000 x g a 4 

°C, se decantó el sobrenadante, el pellet se resuspendió en buffer de lisis a 4 ºC 

conteniendo (en M):1 de HEPES, 5 de NaCl, 0.5 de EDTA, 2 de MgCl2, Tritón™ X-100 

al 0.5 % (v/v) e inhibidores de proteasas, posteriormente se incubó durante 30 minutos 

a 4 °C y se utilizó un homogenizador mecánico, después se centrifugaron las muestras 

durante 10 minutos a 10 000 x g a 4 °C para recoger el sobrenadante que contenía el 
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extracto total de proteínas. La concentración de proteína se determinó por el método 

colorimétrico del ácido bicinconínico (BCA; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX 

USA), se calculó interpolando los valores de absorbancia medidos a 570 nm en una 

recta, usando como solución patrón albúmina sérica bovina (BSA) con un rango de 0-

1500 µg/mL. Se empleo una dilución 1:10 de las muestras en buffer de lisis, se 

colocaron 25 µL de lo anterior en una placa de 96 pocillos y se añadieron 200 µL de 

reactivo de trabajo BCA, obteniendo un volumen final por pozo de 225 µL en una 

relación 1:8 muestra/reactivo tal como lo indicaba el protocolo del proveedor. Una vez 

conocidas las concentraciones de proteínas presentes en cada una de las muestras 

se realizaron los cálculos necesarios para cargar la misma cantidad de proteína en 

cada uno de los pozos del gel de electroforesis. 

6.7. Western Blot 

Como primer paso se colocó en tubos de 1.5 mL, el volumen correspondiente a la 

mezcla de la cantidad de muestra deseada (40-60 μg de proteínas) con el buffer de 

carga (Laemmli 2X) cuya composición es la siguiente: glicerol 20 % (v/v), Tris-HCl 125 

mM pH 6.8, SDS 10% 0.14M, β-mercaptoetanol 2 % (v/v), azul de bromofenol 0.03 mM 

En estas condiciones las muestras se calentaron a 95 °C durante 10 minutos en un 

termobloque, las proteínas fueron separadas en geles de poliacrilamida mediante 

electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), uno de los pozos del gel se reservó para 

el marcador de peso molecular Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad, 

Hércules CAL, USA). La electroforesis se desarrolló en el equipo Mini-PROTEAN® 

Tetra handcast Systems a un voltaje de 80 mV por 20 minutos para alineación y 120 o 

200 mV para separación por 1 hora y 15 minutos. Posteriormente, las proteínas fueron 

transferidas en condiciones húmedas a membranas Immobilon®-P PVDF 0.2 µm 

(Millipore Corporation, Burlington MA USA) previamente activadas en metanol durante 

10 minutos e hidratadas hasta su uso con buffer de corrida, utilizando el sistema mini-

Trans Blot de BioRad, a una intensidad constante de 90 mA por 1 hora y 15 minutos. 

La composición del buffer de transferencia fue la siguiente: glicina 192 mM, Tris 25 

mM y metanol 20 % (v/v), pH 8.3. Finalizada la transferencia, los geles se tiñeron 
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durante 60 minutos con azul de Coomasie, que se une a las proteínas para comprobar 

la efectividad de la transferencia. A continuación, las membranas se incubaron en 

agitación durante 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente con la solución de 

bloqueo, leche en polvo al 5 % (Bio-Rad) en TBST 0.1 %, posteriormente se realizaron 

tres lavados de 10 minutos cada uno, en seguida las membranas se incubaron con el 

anticuerpo primario respectivo (β-actina, APP o c83) preparado en TBST 0.1 %, 

durante toda la noche a 4ºC. Al siguiente día, se realizaron tres lavados de 10 minutos 

cada uno con solución TBST 0.1 % y se incubaron con el anticuerpo secundario ligado 

a peroxidasa de la especie correspondiente (Santa Cruz Biotechnology) en función del 

anticuerpo primario utilizado, durante 2 horas en agitación. Transcurrido este tiempo, 

se realizaron tres lavados de 10 minutos con solución TBST 0.1 % y finalmente el 

revelado de las proteínas de interés se llevó a cabo por quimioluminiscencia con un kit 

de sustrato de inmunotransferencia (Western Blotting) de ECL Pierce™, este reactivo 

contiene luminol, que es sustrato para la peroxidasa, y que al oxidarse genera una 

señal luminiscente que fue detectada mediante la exposición autorradiográfica a 

diferentes tiempos. 

Las imágenes fueron digitalizadas y se realizó un análisis densitométrico utilizando el 

software ImageJ version 1.53c (NIH, EUA). Los datos fueron normalizados utilizando 

los valores de β-actina como control. 

6.8. Tinción con azul de Coomassie 

Los geles se sumergieron en solución de tinción de azul de Coomassie compuesta por 

metanol 50%, ácido acético 10% y azul brillante de Coomassie G-250 al 0.1% durante 

toda la noche y se mantuvo en agitación constante, al día siguiente se destiñeron 

mediante tres lavados de 10 minutos cada uno con solución de desteñido (metanol 

40%, ácido acético 10%) en agitador orbital hasta observar el fondo claro de los geles, 

libres de tinción de fondo y se lavaron varias veces con agua Milli-Q hasta que los 

geles estuvieron libres de metanol. 
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7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

El tipo de diseño experimental corresponde a un diseño con posprueba y grupo control. 

Para el análisis estadístico primero se analizaron los requisitos de parametricidad. Se 

realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk mediante el paquete estadístico JMP 

Statistical Discovery versión 11 (©SAS Institute Inc., Cary NC USA), para probar que 

los datos siguieran una distribución normal. 

En caso que los datos resultaran ser no paramétricos se analizaron las medianas 

mediante la prueba de Kruskal-Wallis (Post hoc Dunn's), para ello se utilizó el 

programa GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, Ca, EUA) y los datos 

se expresaron como mediana ± intervalo intercuartílico (mediana ± IQR). Los valores 

de significancia establecidos fueron: P<0.001, diferencia extremadamente 

significativa (***); P<0.01 diferencia significativa (**). 

10. CONCLUSIONES 

El presente estudio representa la primera evidencia de los efectos de la exposición a 

arsénico en la actividad de α y β-secretasas en un modelo in vitro a través de la 

alteración en la expresión de los receptores purinérgicos P2X7 y P2Y2, apoyando la 

hipótesis que sugiere que el arsénico está asociado al desarrollo de enfermedades 

neurodegenerativas, específicamente, la enfermedad de Alzheimer. 
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Figura 1. Metabolismo del Arsénico (Modificado de Oyanedel, 2015). 

 

 

 
Figura 2. Características patológicas de la enfermedad de Alzheimer (Congdon & Sigurdsson, 

2018). 
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Figura 3. Procesamiento de APP (Modificada de Cárdenas et al., 2014). 

 

 

Figura 4. Efecto del As sobre la actividad de α-secretasa y la expresión de los receptores P2X7 

y P2Y2 (Barrón-López, Tesis de Maestría, 2018) 
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Figura 5. Efecto del As sobre la expresión de los receptores P2X7, P2Y2 y la actividad de α-

secretasa en un modelo in vitro Neuro2a (Barrón-López, Tesis de Maestría, 2018). 

 

 

 

 

Figura 6. Efecto del As sobre la expresión de los receptores P2X7 y P2Y2 en un modelo in vitro 

Neuro2a analizada por RT-PCR punto final (Tesis de Maestría en desarrollo). 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para el ensayo qPCR 

P2X7 GenBank NM_011027.3 

82 pb 
Tm 60°C 

Forward primer ACACCGTGCTTACAGGTGCTATG 

Reverse primer GCAACAGCTGGGCAGAATG 

P2Y2 GenBank NM_008773.4 

270 pb 
Tm 57.6°C 

Forward primer CTGCCGCTGTTGGTTTATTAC 

Reverse primer GCTGGTGGTGACGAAGTAGAG 

β-actina GenBank NM_007393.5 

101 pb 
Tm 63.2°C 

Forward primer CTCTTTTCCAGCCTTCCTTCTTG 

Reverse primer GAGGTCTTTACGGATGTCAACG 

 

 

 

 

Figura 7. Sustrato FRET modificado utilizado en el ensayo. En la imagen A) se muestra la situación 

si ADAM 10 está inhibido: no reconoce el sitio de corte del sustrato y, en consecuencia, el fluoróforo se 

encuentra cerca del quencher y no emitirá fluorescencia. Por otra parte, en la imagen B) se expone la 

situación si ADAM 10 actúa: se produce un corte en la cadena peptídica y el fluoróforo queda alejado 

del quencher, por lo que emite fluorescencia susceptible de ser detectada. 

 


