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1.1 Titulo del proyecto.

Efecto de extractos y moléculas obtenidas de productos naturales y sintesis quimica
sobre la mejora cognitiva y mecanismos moleculares asociados a la enfermedad de
Alzheimer

1.2 Linea de investigacion del Cuerpo Académico o Grupo de Investigacion,

o de Posgrado.

El cuerpo académico de Fisicoquimica y disefio molecular, del que soy integrante,
involucra las Lineas de Generacién y Aplicacion del Conocimiento en las que se
desarrolla el proyecto.

a. Sintesis molecular. En esta linea se desarrollan proyectos de investigacion en
ciencia basica y aplicada enfocados a la generacion de nuevas técnicas y
metodologias para la obtencién de moléculas novedosas.

b. Ingenieria y disefio molecular. En esta linea se desarrollan proyectos de
investigacion en ciencia basica y aplicada centrados en el disefio tedrico-
experimental y en la implementacion de sistemas moleculares con potencial para
resolver problemas de interés bioldgico o industrial.

1.3 Responsable del proyecto, participantes y adscripcion de cada uno.

Responsable del proyecto:
Dra. Perla Yolanda Lépez Camacho. Departamento de Ciencias Naturales, UAM-
Cuajimalpa.
Participantes:
a) Dr. Melchor Martinez Herrera. Departamento de Procesos y Tecnologia, UAM-
Cuajimalpa.

b) Dra. Herlinda Bonilla Jaime. Departamento de Biologia de la Reproduccion, UAM-
Iztapalapa

c) Dr. Carlos Alberto Cruz Hernandez. Posdoctorado adscrito al Departamento de
Ciencias Naturales, UAM-Cuajimalpa.



Participantes externos:

a) Dr. Gustavo Basurto Islas. Divisién de Ciencias e Ingenierias, Campus Leodn.
Universidad de Guanajuato.

b) Dra. Lizeth Mariel Zavala Ocampo, investigadora posdoctoral, Universidad de
Guanaijuato.

1.4 Orientacion:

e Investigacion basica ( X )

e Investigacion aplicada ()

e Desarrollo o adaptacion ()

e Transferencia de tecnologia ( )
e Desarrollo de tecnologia ( )

e Otros (), especificar:

1.5 Fecha de inicio y duracion

Octubre de 2025, con una duracion de 3 anos.



2. Propuesta:

2.1 Resumen.

Existen plantas que se han descrito en la medicina tradicional como potenciadoras de la
memoria. Nuestro grupo de investigacion ha sido el primero en demostrar, mediante un
modelo in vivo, que Petiveria alliacea: i) mejora el deterioro cognitivo inducido por
escopolamina, ii) reduce el estrés oxidativo, iii) inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa,
y iv) no presenta toxicidad en el organismo tratado. Asimismo, en modelos in vitro hemos
identificado su capacidad para v) inhibir la fibrilacion del péptido B-amiloide (BA), sin
comprometer la viabilidad celular.

Por otro lado, al evaluar diversos fullerenos funcionalizados hemos descrito su capacidad
para inhibir la agregacion proteica patogénica relacionada a enfermedades
neurodegenerativas, especialmente la enfermedad de Alzheimer.

Con base en estos hallazgos, el presente proyecto propone una continuacién en la
evaluacion de los efectos de productos naturales y moléculas obtenidas por sintesis
quimica, en modelos in vitro e in vivo, con el fin de determinar su potencial para mejorar los
procesos cognitivos y reducir la patologia neurofibrilar asociada a la enfermedad, asi como
esclarecer su mecanismo de accion, mediante pruebas conductuales, analisis bioquimicos
e histopatoldgicos.

Los resultados de este estudio contribuiran a la generacion de evidencia preclinica que
respalde el uso de productos naturales y moléculas sintetizadas como posibles alternativas

terapéuticas para la EA.

2.2 Antecedentes.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e
irreversible caracterizado por alteraciones cognitivas, entre las que destaca la pérdida de
memoria (Barage y Sonawane, 2015; Ayaz et al., 2017).

Petiveria alliacea, una planta herbacea perenne perteneciente a la familia Phytolaccaceae,
ha sido tradicionalmente utilizada en comunidades amazodnicas de Brasil como potenciador
de la memoria, segun estudios etnobotanicos (Mors et al., 2000). Hasta 2021, existian
unicamente dos estudios que respaldaban dicha actividad: Mors et al. (2000) demostraron
que el extracto acuoso de hojas mejora la memoria a largo plazo, mientras que Silva et al.

(2015) confirmaron este efecto mediante la administracion de un extracto hidroalcohdlico a



900 mg/kg, observando mejoras tanto en la memoria como en el aprendizaje. Sin embargo,
ninguno de estos estudios profundizé en los mecanismos moleculares implicados.

Nuestro grupo de investigacién fue el primero en demostrar, en un modelo murino, que P.
alliacea atenua el deterioro cognitivo inducido por escopolamina, describiendo mecanismos
clave como la inhibicién de la acetilcolinesterasa y la proteccion frente al estrés oxidativo,
ambos procesos involucrados en la fisiopatologia de la EA. Asimismo, mediante estudios
toxicoldgicos, se confirmo su seguridad incluso en dosis elevadas (Zavala-Ocampo et al.,
2022; Zavala-Ocampo et al., 2023).

Recientemente, nuestro grupo también identificd que P. alliacea inhibe la agregacion del
péptido B-amiloide (BA), tanto en un modelo de agregacion in vitro (ensayo con tioflavina
T), como en un modelo in cellulo utilizando células de neuroblastoma humano. Estos
hallazgos, actualmente en proceso de publicacion, aunado a los estudios previos, sugieren
fuertemente el potencial terapéutico de P. alliacea frente a la EA.

No obstante, hasta el momento no existen estudios que evaluen directamente su efecto
sobre el deterioro cognitivo y la patologia caracteristica de la EA en un modelo transgénico
validado. Por ello, su analisis en un modelo murino como el raton 5xFAD permitira obtener
evidencia concluyente sobre su impacto en la fisiopatologia de la enfermedad, asi como
sobre los mecanismos moleculares involucrados.

Por su parte, los fullerenos y sus derivados se han aplicado ampliamente en el campo de
la medicina. Los derivados de fullereno se han caracterizado como inhibidores del virus de
la inmunodeficiencia humana (Mashino et al., 2005), agentes de contraste para imagenes
de resonancia magnética (Bolskar et al., 2003), antioxidantes (Gharbi et al., 2005), agentes
antibacterianos (Mashino et al., 2003). También son utiles como vectores dirigidos al hueso
mineralizado (Gonzalez, 2002) y sensibilizadores para la terapia fotodinamica (Fiorenza
Rancan et al., 2005).

Estudios recientes realizados por nuestro grupo, han demostrado qué aductos del C60
conteniendo de 1 a 6 sustituyentes dietiimalonato y sus respectivas sales de sodio son
capaces de inhibir la agregacién del PBA, mostrando la sal del bisaducto y tetraducto la
mas alta capacidad inhibitoria y ademas una alta biocompatibilidad con células de

neuroblastoma humano (Melchor et al., 2018; Martinez-Herrera et al., 2022).



2.3 Objetivo general y objetivos particulares.

Objetivo general:

Evaluar el efecto terapéutico de extractos de productos naturales y moléculas obtenidas por
sintesis quimica en modelos in vitro e in vivo de la EA, para determinar su potencial en el
mejoramiento cognitivo, su capacidad de disminuir la patologia asociada e identificar los

posibles mecanismos moleculares involucrados.

Objetivos particulares:

1. Obtener, procesar e identificar los metabolitos presentes en Petiveria alliacea para
establecer el perfil quimico de los compuestos bioactivos.

2. Sintetizar fullerenos funcionalizados.

Administrar extractos y moléculas sintetizadas en un modelo murino de la EA, para
evaluar sus efectos sobre la memoria y el aprendizaje.

4. Analizar los cambios bioquimicos e histopatolégicos en el tejido cerebral de
animales tratados con los extractos o moléculas sintetizadas, para determinar su
efecto en la reduccion de la neuropatologia asociada a la EA.

5. Proponer posibles mecanismos de accidn molecular mediante los cuales los
compuestos bioactivos podrian contribuir a la modulacién de los procesos

fisiopatoldgicos de la EA.

2.4 Descripcion

Hipotesis:

Los compuestos obtenidos de productos naturales o por sintesis quimica mejoran los
procesos cognitivos y reducen la neuropatologica en modelos in vitro e in vivo de la EA,

mediante la modulacion de procesos moleculares clave como la agregacion del BA, el estrés

oxidativo y la inhibicion de la acetilcolinesterasa

Materiales y métodos

A continuacion, se describe brevemente la metodologia que se propone emplear en este
proyecto, cabe mencionar que, nuestro grupo de investigacion tiene experiencia en todos
los protocolos descritos a lo largo de las diferentes etapas del proyecto, por lo que no sera

necesario invertir tiempo en estandarizaciones



Material vegetal

Las hojas de P. alliacea se recolectaran en el municipio de Catemaco, Veracruz, México
entre las coordenadas 18°21'51” N y 95°05°27” O. Las hojas de P. alliacea se secaran a
temperatura ambiente y a la sombra, y se moleran para su procesamiento.

El extracto metandlico se obtendra utilizando un sistema de extraccion sélido-liquido liquido.
Posteriormente el extracto se fraccionara con disolventes de polaridad creciente (hexano,

AcOEt y MeOH) siguiendo la metodologia descrita por Zavala-Ocampo et al., 2022

Sintesis de bisaductos

La sintesis de bisaductos del fullereno Cey con el sustituyente dietil malonato se llevara a
cabo mediante una reaccién de tipo Bingel-Hirsch modificada, la reaccién involucra la
formacion de un anillo de ciclopropano en la superficie del fullereno. Para ello se utiliza un
compuesto precursor conocido como malonato que reacciona con el Cg en presencia de

una base fuerte.

Establecimiento del modelo in vivo y pruebas conductuales

En todo momento, se seguiran los lineamientos de bioética Internacional y Nacional (NOM-
062-Z00-1999) para el cuidado y uso de animales de laboratorio y el protocolo sera
sometido al comité de ética correspondiente.

Para las pruebas in vivo se utilizaran ratones macho transgénicos de la EA (5xFAD) de 3
meses de edad. Seran administrados tres veces por semana durante 3 meses via
esofagica.

Al término de la administracion del extracto o moléculas sintetizadas, se realizaran pruebas
de comportamiento para evaluar sus funciones cognitivas y con ello determinar su
aprendizaje y memoria, para ello se usaran las pruebas: laberinto en Y, laberinto acuatico

de Morris y reconocimiento de objetos nuevos.

Evaluacion de la toxicidad aguda (DL50)

Para saber si los extractos y/o compuestos sintetizados son seguros, especificamente para
el raton 5xFAD, se evaluara la toxicidad oral aguda con base en el protocolo de la
Organizacioén para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE, 2001). Para ello se
administraran los ratones con una dosis unica de 300 mg/kg a tres ratones y posteriormente
al no observar muerte, la dosis se aumentara gradualmente hasta 2000 mg/kg. Se
registraran los efectos téxicos durante los primeros 30 minutos y cada 2 horas durante el

primer dia, después, diariamente hasta completar 14 dias. Pasados los 14 dias los ratones



seran sacrificados y se les realizara una necropsia para observar dafios a nivel

macroscopico en bazo, estdbmago, rifiones e higado

Preparacion del tejido cerebral

Al término de las pruebas de comportamiento, los ratones seran sacrificados por dislocacion
cervical y los cerebros seran extraidos inmediatamente por craneotomia. Una vez extraido
el cerebro, un hemisferio sera fijado en paraformaldehido y el del otro hemisferio se aislara
corteza e hipocampo, y seran almacenados a -70 °C hasta su uso para los analisis

bioquimicos.

Pruebas bioquimicas

1) La actividad inhibitoria de AChE se determinara espectrofotométricamente de acuerdo
con una version modificada del método de Ellman (Eliman et al., 1961).

2) El ensayo de la actividad antioxidante se llevara a cabo por los métodos de DPPH vy
ABTS

3) El contenido de glutation total (GSH) se medira a partir de sobrenadante de
homogeneizado de cerebro usando el kit comercial Glutathione assay (CS0260, Sigma-
Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4) El contenido de malondialdehido (MDA nmol/mg de proteina) se medira como indicador

de peroxidacion lipidica segun el método de Ohkawa (Ohkawa et al., 1979).

Analisis por electroforesis y western blot

Se realizaran SDS-PAGE de homogenados de corteza e hipocampo cerebral para
determinar la integridad de las proteinas. Posteriormente se realizara el analisis bioquimico
de identificacion de proteinas mediante la técnica de western blot.

Las membranas se incubaran con anticuerpos primarios que identifiquen el efecto de las
moléculas sobre procesos de memoria y aprendizaje como: sinapsina, PSD95, NMDA-R,
etc., asi como aquellos relacionados con la patologia de la EA, las diferentes variantes de
tau fosforilada, neuroinflamacion, etc. Posteriormente, las membranas se incubaran con los
respectivos anticuerpos secundarios y finalmente se revelaran utilizando un kit de revelado

quimioluminiscente de HRP.

Inmunohistoquimica y microscopia confocal

El tejido cerebral fijado sera embebido en parafina, cortado en rebanadas y montando en
portaobjetos para su posterior analisis por inmunomarcaje. Para determinar el efecto de P.
alliacea en la patologia de la EA, se realizara inmunoperoxidasa e inmunofluorescencia de

acuerdo el tipo de analisis requerido.



Para el caso de la inmunofluorescencia el protocolo sera equivalente, pero sustituyendo

algunos pasos y utilizando anticuerpos secundarios acoplados a marcadores fluorescentes,

las muestras seran analizadas por microscopia de fluorescencia confocal (Leica-TCS-

SP2).

Anadlisis estadistico

Los datos se analizaran mediante ANOVA de una via seguido de una prueba post hoc de

Dunnett utilizando el programa GraphPad Prism versién 8 para Windows. Los datos se

expresaran como la media + SD de seis animales en los modelos in vivo y tres repeticiones

en pruebas in vitro de cada animal. Los valores de P<0.05 se consideraran estadisticamente

significativos.

2.5 Formacion de recursos humanos.

Se propone involucrar:

2 servicios sociales

2 alumnos de licenciatura (PT)
2 alumnos de nivel Posgrado

2.6 Productos esperados.

Se proponen como productos:

Participacién en eventos de divulgacién de la ciencia.

Incorporar alumnos de Licenciatura (proyectos terminales, servicio social) y
Posgrado

Participacion en foros especializados en los temas, tanto locales como nacionales e
internacionales.

Publicacion de al menos dos articulos cientificos en revistas internacionales

indexadas (original y de revision)

2.7 Impacto esperado del proyecto (problematica nacional abordada).

De acuerdo con los Programas Nacionales Estratégicos (Pronaces) establecidos por el

Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (Conahcyt) en México, el

presente proyecto se alinea a la Pronaces: Salud.

La investigacién en enfermedades neurodegenerativas impacta directamente en la

mejora de la calidad de vida, especialmente en adultos mayores, cuya proporcion

poblacional va en aumento. Este proyecto busca generar propuestas terapéuticas



basadas en compuestos bioactivos dirigidos al tratamiento de la EA, mas alla de

tratamientos paliativos y empleando productos naturales y nanoparticulas sintetizadas

al alcance de la poblacion y sin efectos colaterales. Ademas, se impulsa la colaboracion

interdisciplinaria, la formacién de recursos humanos especializados y la divulgacion

cientifica, fomentando la transferencia del conocimiento hacia la sociedad vy

promoviendo el bienestar a través de la ciencia.

2.8 Recursos necesarios para el proyecto:

e Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto.

Presupuesto departamental (DCN)

Presupuesto de los colaboradores externos (Proyectos institucionales)

Infraestructura fisica: Sintesis quimica, procesamiento de productos naturales,

evaluaciones in vitro, etc. Laboratorio de Quimica y Farmacologia, UAM-

Cuajimalpa; evaluaciones in vitro. Departamento de Biologia de la Reproduccion

UAM-Iztapalapa; evaluaciones bioquimicas y biologia molecular, Laboratorio

Biotecnologia Aplicada a la Salud, Universidad de Guanajuato

e Fuentes de financiamiento externas.

El proyecto sera sometido a Convocatorias para financiamientos internos y externos

3. Calendario de actividades en periodos trimestrales

Actividades Trimestres
| 1 1l v |V vlI |vll VIl |IX
Colecta y procesamiento de la planta X | X | X
Sintesis de fullerenos funcionalizados X | X | X
Evaluacién del efecto de moléculas sobre
procesos cognitivos en un modelo animal de X | X | X
la EA




Evaluacién de la inhibicion de la agregacion
y/o la toxicidad del péptido BA en cultivos de X | X | X
neuroblastoma generada por las moléculas

Analisis bioquimico en los cerebros de

ratones tratados con las moléculas y/o X
extractos
Analisis histopatolégico por inmunomarcaje X

y microscopia confocal

4. Informacion para el seguimiento del proyecto:

4.1 Calendarizacion de productos esperados a lo largo del proyecto.

Producto Aio1 | Afo2 | Afo 3
Formacion de recursos humanos nivel

licenciatura

Servicio Social X X

Proyecto terminal X X

Tesis de licenciatura

Formacién de recursos humanos posgrado

Especializacion X

Maestria X

Doctorado X

Publicaciones

Articulos X X

Capitulos de libro

Memorias o Proceedings

Difusion o Divulgacion

Congresos X X X

Conferencias

Otros




4.2 Resultados esperados

Se espera establecer el efecto de los productos naturales y moléculas obtenidas por
sintesis quimica, y evaluados sobre modelos in vitro e in vivo, en las funciones cognitivas.
Se documentaran cambios bioquimicos e histopatolégicos indicativos de reduccion en la
neuropatologia y mejoramiento cognitivo. Finalmente, se propondran mecanismos
moleculares que expliquen la accion terapéutica observada.

Se propone aportar al conocimiento cientifico basico, difundir los resultados en foros
especializados y revistas indizadas, formar recursos humanos en los diferentes niveles y

divulgacion de la ciencia.
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