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I INTRODUCCION

1.1 El cerebro basal anterior

La regidon del cerebro basal anterior comprende un conjunto de estructuras
heterogéneas encefalicas en la parte medial y ventral del hemisferio cerebral. Se ha
descrito que el sistema neuronal del cerebro basal anterior estd involucrado en un nimero
de funciones conductuales, incluida motivacidon, emocidn, aprendizaje y la memoria (Olton,
1991). La inervacién colinérgica del manto cortical, bulbo olfatorio, hipocampo y amigdala
en el cerebro de mamiferos se origina en los cuerpos celulares localizados en el cerebro
basal anterior. Una poblacidon de células que parecen ser necesarias para ciertas funciones
de memoria, y que es el principal centro de atencion por la temprana degeneracién en la
enfermedad de Alzheimer (EA), es el sistema colinérgico del cerebro basal anterior
(Hedreen, 1984). El cerebro basal anterior, incluye al septum medial (SM), nucleo basal de
Meynert (NBM), la banda diagonal vertical (BDVB), la banda diagonal horizontal de Broca
(BDHB) y los nucleos pedunculopotinos. Las proyecciones colinérgicas han sido clasificadas
en seis vias centrales (Ch1-Ch6, nomenclatura de Mesulam, 1990) relacionadas con el
nucleo donde se originan. El SM (Ch1) y la BDVB (Ch2) envian sus proyecciones hacia el
hipocampo, principalmente a la regién CA1 y CA3; mientras que la BDHB (Ch3) inerva el
bulbo olfatorio. EI NBM (Ch4) inerva la corteza con una organizaciéon rostrocaudal,
ventrodorsal y mediolateral, los grupos restantes lo constituyen los nucleos
pedunculopotinos, que envian sus proyecciones hacia el hipotdlamo (figura 1). Estas
regiones especificas del cerebro basal anterior tienen un papel importante en funciones

como la atencidn, la percepcion, la conciencia, el aprendizaje y la memoria.
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Figura 1. Inervacion colinérgica del cerebro basal anterior. A) Se muestran los grupos celulares de los cuales parte la
inervacion colinérgica, donde Ch1y Ch2 envian axones al hipocampo B) Se muestra un esquema de corte sagital de cerebro
de rata, con la misma distribucién colinérgica que en cerebro de humano. (Tomado y modificado de Meunier y cols.,
2003)

Este sistema neuronal provee de inervacion colinérgica a estructuras cerebrales
corticales y limbicas, especificamente, neuronas situadas en el septum medial inervan
predominantemente el hipocampo, mientras las bandas diagonal y vertical de broca
proyectan hacia la corteza y bulbo olfatorio respectivamente. Aunque algunas neuronas de
la banda diagonal vertical de broca proyectan hacia el hipocampo. El nucleo basal de
Meynert, por otra parte, provee inervacion colinérgica a la amigdala y el manto cortical. El
hipocampo recibe la mayor entrada colinérgica del septum medial, y estas neuronas
colinérgicas pueden regular procesos de aprendizaje y memoria hipocampo-dependientes.
El septum medial y el hipocampo estdn reciprocamente conectados via neuronas
GABAérgicas (acido gama-aminobutirico). La disfuncidon colinergica del cerebro basal
anterior en humanos, ha sido asociada con demencias seniles, una de ellas la enfermedad

de Alzheimer (EA).

1.1.1 Region septal del cerebro basal anterior

La regidén septal es una parte anterior y ventral del cerebro basal anterior. En
roedores, el septum tiene forma de barril, franqueado por los ventriculos laterales y
techado por el cuerpo calloso (figura 2A). Puede ser dividido en cuatro regiones principales.
La primera es el septum lateral (SL), la segunda es la region del septum medial. Los nucleos

ventrales vy laterales adyacentes a la comisura anterior, nucleos de lecho de la estria



terminal, constituyen la tercera regidn. Finalmente la cuarta regién comprende al nucleo

posterior septal (SP) incluyendo los nucleos septo-fimbriales y triangulares (figura 2B).

A)

Figura 2. Corte sagital y coronal de cerebro de rata. A) Seccidn sagital del cerebro de rata, en esta seccidn se pueden
observar al septum, B) corte coronal del cerebro de u rata donde se puede observar detalladamente las regiones que
conforman al septum, septum medial (SM, verde oscuro), nucleos septo-fimbriales (SFi, rojo), septum lateral (LSV,
amarillo) (tomado y modificado de Paxinos y Watson, 1986).

1.1.2 Circuito septo-hipocampal

El septum y el hipocampo estan altamente interconectados a través del sistema
fimbria-fornix y se complementan funcionalmente. A menudo le refieren como el sistema
septo-hipocampal (Colom V. 2006). Se ha descrito que el septum medial se proyecta sobre
el hipocampo propio y el Giro dentado (GD). Estudios inmunohistoquimicos para
determinar acetil colinesterasa, demuestran que la formacién hipocampica recibe
inervacién colinérgica del area SM-BDB a través del férnix. El sistema septo-hipocampal
utiliza acetilcolina como neurotransmisor, siendo el componente colinérgico
aproximadamente el 50 % de las proyecciones. Las proyecciones colinérgicas establecen
contacto con las células piramidales, granulosas e interneuronas. También se ha
demostrado que el principal componente del remanente 50% de la via septo-hipocampica
es GABAérgico, y estas proyecciones GABAérgicas del complejo SM-BDB establecen

contacto con interneuronas hipocdmpicas GABAérgicas.



Figura 3. Comunicacion septum-hipocampo. Se muestra una animacion de cerebro de rata, en el cual se pueden apreciar
las conexiones septo-hipocampales, el septum medial y el hipocampo se comunican a través del fimbria fornix, a esta
comunicacién la denominan via septo-hipocampica.

La region CA1-CA3 del hipocampo propio proyecta al septum lateral (SL), el cual se
conecta extensamente con el drea del SM-BDB. Las células de esta region mandan axones
principalmente al GD pero también al hipocampo propio, cerrando asi el circuito septo-
hipocampico. Tombol y Petsche (1969) describieron, mediante tincidon de Golgi, en la region
septal dos tipos celulares diferentes: 1) células medianas y grades con axones que

presumiblemante se proyectan hacia el hipocampo y 2) pequeiias células.

En conclusién las interconexiones del septum e hipocampo son reciprocas. Las
conexiones ascendentes del septum hacia el hipocampo provienen del SM y la parte ventral
de la banda diagonal de broca (BDB). Pricipalmente de dos tipos de conexion: colinérgica y
GABAérgica. Mas del 90 % de la inervacién colinérgica que llega al hipocampo viene del
septum medial. Esta influencia colinérgica es la principal aferencia moduladora de las
células principales GABAérgicas del hipocampo. Las proyecciones GABAérgicas vienen del
septum medial e inervan las interneuronas GABAérgicas del propio hipocampo, esto
ocasiona una desinhibicién de las células piramidales del hipocampo. Ambas poblaciones
colinérgicas y GABAérgicas proporcionan una modulacién sincronizada de todo el

hipocampo (Chroback J. 2000).

Recientes estudios electrofisiolégicos y anatémicos han mostrado que existe una

subpoblacién septal de proyecciones glutamatérgicas hacia el hipocampo, constituyendo el



23% de la proyecciéon del circuito septo-hipocampal. Asi el sistema septo-hipocampal
comprende tres principales vias de neurotransmisores, los cuales se encargan de regular
procesos como el aprendizaje y la memoria, asi como de la actividad eléctrica de estas

regiones.

Diversas lineas de investigacion indican que el septum desempefia un papel
importante en la actividad eléctrica del hipocampo. La actividad eléctrica del hipocampo
depende de la proporcidn de neuronas provenientes del septum para llevar a cabo dicha
estimulacion eléctrica, diversos estudios donde lesionan el septum y por otro lado bloquean
la actividad eléctrica del hipocampo, demostraron que existen deficiencias en los procesos
de memoria (Leung y cols., 1994). La actividad eléctrica juega un papel importante en la
plasticidad sindptica, la codificacion de la informacion y también desempefia un papel la

integracidn sensitivo-motora.

1.1.3 Poblacion neuronal del septum medial

Los grupos neuronales que utilizan GABA vy acetilcolina como neurotransmisores,
han sido bien estudiados en la region septal (Kimura H. 1980). Reciente evidencia muestra
gue las neuronas glutamatérgicas también estan presentes en esta region (Manns D. 2001).
Asi el septum comprende tres poblaciones neuronales (Colinérgicas, GABAérgicas vy
Glutamatérgicas) que usan acetilcolina, GABA y glutamato como neurotransmisores (figura
4). Ambos grupos neuronales, colinérgicas y glutamatérgicas se concentran en el complejo
SM-DBB. Por otra parte las neuronas GABAérgicas, se encuentran en ambas regiones, el
circuito SM-DBB vy el septum lateral (SL), constituyendo la prevalencia de la poblacion

neuronal de este ultimo.
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Figura 4. Modelo hipotético del circuito septo-hipocampal. Involucra tres principales poblaciones de neuronas:
colinérgicas (rojas), GABAérgicas (azul) y glutamatérgicas (verdes). Las proyecciones septales son denotadas por lineas
continuasy las del hipocampo por lineas punteadas. Las aferencias ascendentes del nicleo supramamilar y del hipotalamo
posterior son denotadas en negro. El signo de interrogacion indica sitios sindpticos desconocidos de las terminales
glutamatérgicas del circuito septo-hipocampal. Tomado y modificado de Colom 2005.

La perdida de las neuronas a la inmunorreactividad de la colina-acetiltransferasa
(ChAT), relacionadas con la edad, se ha descrito, que se produce en el area del cerebro basal
anterior en ratas (Smith y cols., 1993). Por otro lado, estudios realizados por Stepanichevy
cols. en 2013 muestran que el AB,s.35 al ser administrado en el septum medial en ratas, se
reduce la inmureactividad a ChAT (ver figura 5). Por otra parte, el estudio de otros
marcadores que expresan las neuronas colinérgicas septales, indican una significante
pérdida neuronal en esta region (figura 5). Estos hallazgos sugieren que las neuronas del
cerebro basal anterior presenta una mayor vulnerabilidad a perturbaciones, que pueden
contribuir a los cambios que se observan en estas neuronas en el envejecimiento y en
demencias en general (EA). Una consecuencia final de todos estos eventos que se ven

disminuidos, es un déficit en la liberacion de acetilcolina (ACh).



Figura 5. Se muestra el efecto de la administracion del AB,s.35 sobre la expresion de ChAT y NeuN en el septum medial
de ratas (n=5 por grupo). ChAT y NeuN fueron determinadas por inmunohistoquimica utilizando sus anticuerpos
especificos correspondientes. Inmunoreactividad a la ChAT (A,B), NeuN (C,D) y el merged (E,F). Grupo control (A, Cy E) y
grupo tratado con ABs.35(B, Dy F). (Stepanichev M. y cols., 2013)

1.1.4 Sistema colinérgico

La neurotransmision colinérgica juega un papel esencial en una gran variedad de
procesos fisiologicos, en el sistema nervioso central como a nivel de sistema nervioso
periférico. Las neuronas colinérgicas usan al neurotransmisor acetilcolina (ACh) para
comunicarse con sus blancos celulares. En la periferia, ACh es el neurotransmisor usado por
el musculo esquelético para la funcion neuromuscular mientras que en el sistema nervioso
central, las acciones de la acetilcolina estan involucradas en una gran variedad de procesos
como la atencidn, aprendizaje y memoria, el suefo y la modulacién de la informacion

sensitiva.

La acetilcolina (ACh) es sintetizada en la terminal de neuronas colinérgicas a partir
de los precursores colina y acetilcoenzima-A por accidn de la colina acetiltransferasa (ChAT),
y es almacenada dentro de vesiculas sindpticas a partir del transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT) (Prado, 2002). La despolarizacién de las terminales nerviosas causa un

proceso de exocitosis, en el cual las vesiculas sinapticas se fusionan con la membrana pre



sinaptica especializadas en la liberacidn hacia el espacio sinaptico. Este es un proceso
dependiente de Calcio que involucra la accién de muchas proteinas presinapticas como las
SNARE y las Rab. Una vez fusionadas las vesiculas con la membrana pre sindptica, la
acetilcolina es difundida en el espacio sindptico donde puede unirse a sus receptores
muscarinicos o nicotinicos localizados tanto en células postsinapticas como presinapticas.
La sefializacion de la acetilcolina es terminada al ser retirada del espacio sinaptico por la
accion de la enzima de hidrolisis la acetil colinesterasa (AChE), que hidroliza a la acetilcolina
en colina y acetato. La colina derivada de la hidrolisis de ACh es reciclada en la presinapsis
por el transportador de colina dependiente de sodio (CHT), para la re sintesis de ACh. El
ciclo de la ACh de sintesis, almacenamiento, liberacién e hidrolisis estd ampliamente
descrito a nivel celular y molecular como se muestra en la figura 6. La acetilcolina ejerce su
accion a través de receptores nicotinicos (ionotrépicos) y muscarinicos (metabotrdpicos),
gue se localizan en las células presindpticas y postsindpticas. Los receptores nicotinicos son
miembros de la super-famila de canales ionotropicos, la activacién de los receptores
nicotinicos resulta en una rapida despolarizacion que permite la entrada de iones Na*y Ca?".
Los receptores muscarinicos pertenecen a la super familia de receptores acoplados a
proteinas Gs (de tipo estimulatorio) o Gi (de tipo inhibitorio). Existen 5 tipos de receptores
muscarinicos (M1-M5). La activacién de los receptores colinérgicos tiene una importante
participaciéon en la regulaciéon de la liberacidon pre-sindptica de la mayoria de los
neurotransmisores, dopamina, norepinefrina, serotonina, glutamato y GABA. Un ejemplo,
es en el hipocampo la liberaciéon de glutamato es regulada por la activacion de los
receptores muscarinicos pre-sinapticos M2 de tipo inhibitorio, lo cual repercute en una

disminucién de la liberacidn de glutamato (De Sevilla y cols., 2002)
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Figura 6. Mecanismo que involucra la sintesis, liberacion, almacenamiento e hidrdlisis de la ACh en la sinapsis
colinérgica. Abreviaturas. Acetil Co-a, Acetil Coenzima-A; ACh, acetilcolina; AChE, acetil colinesterasa; ChAT, colina
acetiltransferasa; CHT, transportador de colina de alta afinidad dependiente de sodio; M, receptor muscarinico; N,
receptor nicotinico; SV, vesicula sinaptica; VAChT, transportador vesicular de acetilcolina.

La disfuncién de la neurotransmision colinérgica es aparente en un nimero de
desdrdenes neuroldgicos como EA, enfermedad de Parkinson, Huntington, esquizofrenia y
la esclerosis lateral amiotrofica (Mesulam, 2004). El cerebro basal anterior comprende a un
conjunto de nucleos (mencionados anteriormente), que contienen los cuerpos celulares de
las neuronas colinérgicas que proyectan hacia el hipocampo, amigdala, bulbo olfatorio y
todas las areas de la corteza cerebral (Woolf y Butcher, 2010) tiene un papel importante en
procesos como la atencidn, aprendizaje, memoria y la percepcién, procesos que en ciertas

enfermedades neurodegenerativas se ven afectados.

1.2 Enfermedad de Alzheimer

En 1906, Alois Alzheimer describe un trastorno que afecta principalmente a ancianos
y que en la actualidad se conoce como la enfermedad de Alzheimer (EA) (Maurer et al.,
1997). La etiologia de la EA es de origen multifactorial, es la causa mas comun de demencia
en los ancianos, aproximadamente el 10% de las personas mayores de 65 afios y hasta el
50% de mayores de 85 afos padecen esta enfermedad (Juan de J. y cols., 2002). Se
caracteriza clinicamente por un deterioro en la memoria de largo plazo impidiéndoles

retener y almacenar informacién, asi como también deterioro en la personalidad vy el



intelecto, a medida que las neuronas mueren y diferentes zonas del cerebro se atrofian.
Neuropatolégicamente se caracteriza por la presencia de placas neuriticas y maranas
nuerofibrilares, asi como sistemas de neurotransmision se ven afectados,
predominantemente el sistema colinérgico y glutamatérgico. Las placas neuriticas son
formadas por depdsitos extracelulares de la proteina amiloide beta (AB), los iniciales
depdsitos corresponden al péptido AR de 42 aminodcidos (APi-42 ) y que se encuentra en
estado no fibrilar, conforme la enfermedad avanza se hacen presentes depdsitos de AP de
40 aminoacidos (APi-10), que corresponden a la forma fibrilar e insoluble asociada a la
muerte neuronal. Por otra parte las marafias neurofibrilares estan formadas por la proteina
de unidén a microtubulos (tau), la tau sufre multiples fosforilaciones, esa hiperfosforilacion
promueve la formacién de elementos helicoidales apareados que es uno de los principales
marcadores neuropatoldgicos en la EA que promueve la neurodegeneracién (Mann, 1998)

(figura 7 A, B).
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Figura 7. Placas seniles y marafias neurofibrilares presentes en pacientes con EA. Las secciones cerebrales de pacientes
con EA son marcados con técnicas inmunohistoquimicas para revelar la presencia de a) placas neuriticas y b) marafias
neurofibrilares. Las placas neuriticas son amorfas (flecha verde) y estan constituidas por el péptido AB y neuritas distroficas
(indicado con flecha verde) y las marafias neurofibrilares estan constituidas de la proteina tau hiperfosforilada (flecha
amarilla).

Aunque la enfermedad de Alzheimer se ha reconocido y clinicamente diferenciado
desde el siglo pasado, se ha buscado nuevas hipétesis que pudiesen ayudar a la explicacién
de dicha enfermedad y su sintomatologia. Existen dos principales hipdtesis que tratan de
explicar las disfunciones observadas en la enfermedad, cada una basada en la perdida
especifica de ciertas neuronas en el cerebro. Multiples estudios muestran una alteracién en

la actividad colinérgica a nivel cortical y a nivel de hipocampo (Wevers y cols., 2000), asi



como en el sistema septo hipocampal (Maki y cols., 2002). De igual forma, los reportes
indican la disminucién de las terminales nerviosas glutametérgicas en el hipocampo y la

corteza cerebral de pacientes con EA.

1.2.1 Hipotesis glutamatérgica

La hipodtesis glutamatérgica sostiene que la causa principal de la enfermedad de
Alzheimer es una perdida de las neuronas glutamatérgicas, esto es apoyado por estudios
realizados como el de Hyman vy cols., 1987. Donde al analizar a la via perforante, una zona
del hipocampo altamente enriquecida de terminales nerviosas glutamatérgicas
encontraron una marcada reduccién en la concentracion de glutamato. Esto
probablemente refleja perdida del neurotransmisor glutamato y asi indica perdida de la via
perforante en la EA. Por otra parte evidencia indirecta de la perdida de las neuronas
glutamatérgicas en la EA surgié de observar elevadas concentraciones de glutamato en el
neoestriado, esto posiblemente como un mecanismo de compensacién de la perdida de

neuronas glutamatérgicas corticoestriatales.

1.2.2 Hipotesis colinérgica

La hipodtesis colinérgica de la enfermedad de Alzheimer, emerge como una
consecuencia directa de tres reportes publicados en 1976-1977, que indican que la
actividad de la enzima responsable de la sintesis de acetilcolina, la colina acetiltransferasa,
se encuentra sustancialmente reducida en la regién de la neocorteza y el hipocampo. La
“hipdtesis colinérgica” propone que la disminucion de la funcidn colinérgica es la principal
causa de la neuropatologia y la demencia en la EA, a partir de este hecho se realizé la
busqueda de terapias basadas en agonistas colinérgicos. En la actualidad es contradictorio,
gue después del descubrimiento de la perdida colinérgica en la EA, las evidencias muestran
que no solo es importante en un sentido funcional (cogniciéon, memoria), sino que tiene una
importancia fundamental en la parte molecular de dicha patologia. En 1986 se realiz6é un

estudio con el farmaco tetrahidroaminotacrina (THA; tacrina), un inhibidor de Ia



colinesterasa, se mostré una notable recuperacidn en un grupo pequefio de pacientes con
EA (Summersy cols., 1986). Con este estudio se iniciaron décadas de subsecuentes estudios
de ese y otros inhibidores de la colinesterasa. El mecanismo por el cual el fdrmaco realizaba
su accion, es por inhibir la degradacién de la acetilcolina (ACh), por lo cual la accién de la
acetilcolina en la sinapsis se aumentaba. Por otra parte, algunos estudios han demostrado
gue al administrar un antagonista de los receptores de ACh (escopolamina) se logra
observar un efecto amnésico, en ratas, al medir su rendimiento en el laberinto acuatico de
Morris, con estos estudios se demuestra la importancia que tiene el sistema colinérgico

sobre procesos de aprendizaje y memoria.

1.3 Aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son de los pardmetros mas importantes que se han
estudiado en los seres vivos. Y para ser mas especificos estos conceptos, algunos autores
han definido a estos. El aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos nuevos
conocimientos sobre los eventos del medio ambiente, y que se ve reflejado en una
modificacion de la conducta (Squire y cols., 2000). La memoria no es una funcién estatica,
aislada o individual; la memoria puede ser mejor descrita como un complejo de redes de
diferentes funciones interrelacionadas trabajando juntas para manejar la informacién. Por
esta razon, puede ser mas apropiado definirla en términos de sistemas de memoria. Asi un
sistema de memoria puede ser definido como una funcidon cerebral cuyo propdsito es
clasificar, codificar, almacenar y recuperar una amplia diversidad de informacidn. La
memoria se define como el proceso mediante el cual la informacién que ha sido

previamente adquirida es almacenada y recuperada (Squire y cols., 2000).

1.3.1 Clasificacion de la memoria

Una de las formas de clasificar a la memoria es subdividir los procesos de ésta segin
la duracién de la retencidn de la informacién. La memoria de corto plazo es capaz de retener
informacién por segundos o minutos e inclusive unas pocas horas. La memoria de largo

plazo es capaz de retener la informacidon durante horas, dias y afios (Kesner 2007). Otra



clasificacion de la memoria subdivide a esta en memoria declarativa; referente a la
informacién que es transmitida o expresada, y no declarativa representando la informacion
acerca de habilidades motoras o habilidades de percepcidén, que no pueden ser transmitidas

oralmente (Tulving E. y Schacter DL. 1990).
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Figura 8. Representacion esquematica de los dos grupos principales en los cuales es clasificada la memoria, de largo
plazo y corto plazo. (Tomado y modificado de Carrillo-Mora Paul y cols., 2009).

1.3.2 Memoria de largo plazo

Este tipo de memoria tiene que ver con nuestra visién del mundo con fuerte
influencia de la percepcién y atencion. Puede durar de horas a semanas, o de por vida si hay
evocacion repetida de los recuerdos, es decir ejercitacion, ésea consolidacion. Es un sistema
cerebral para guardar una gran cantidad de informaciéon durante un tiempo indefinido,
implica la transferencia gradual de la informacion hasta consolidarla. A diferencia de la
memoria a corto plazo, es una memoria duradera y muy poco vulnerable a las
interferencias. Se ha propuesto que la memoria a largo plazo se puede dividir en la memoria
que es dependiente del I6bulo temporal medial, como la memoria declarativa, que
proporciona un recuerdo a través de una busqueda consciente de los hechos vy
acontecimientos, y una no hipocampal como la memoria no declarativa, la cual no requiere
de un acceso consciente a la informacion. La diferencia entre estos dos tipos de memoria

radica en la forma de su medicién, para la memoria declarativa se utilizan pruebas de



medicion explicitas y para la no declarativa se utilizan pruebas implicitas. Las pruebas
explicitas son aquellas que requieren de una busqueda consciente de la informacion; y las

implicitas son aquellas en que la experiencia altera la conducta inconscientemente.

1.3.3 Memoria espacial

La memoria espacial implica la capacidad para codificar, almacenar y codificar la
informacién acerca de lugares, no es un sistema unitario, si no que compone de multiples
mecanismos cognitivos especializados. Aprender y recordar la localizacién del alimento, la
localizacién de los depredadores y familiares inmediatos, las vias de evacuacién, es quiza
una de las formas mas esenciales de procesamiento cognitivo en los mamiferos. El estudio
de la memoria espacial en animales ha hecho grandes contribuciones para comprender la

memoria humana (Bird y Burguess., 2009).

La memoria es altamente dependiente del hipocampo, tanto para animales como
para humanos (Sweatt, 2002). Gran variedad de estudios han demostrado que lesiones
moleculares o anatémicas en el hipocampo llevan a un deterioro de la memoria espacial,
uno de los estudios mas importantes propone la teoria del mapa cognitivo (O’'keefe y
Nadel., 1979). Dicha teoria engloba las estrategias en las que se apoyan los roedores para
realizar tareas espaciales, como la taxica (estrategia de guia y orientacion), y cartografia (la

formacién de un mapa del entorno de acuerdo a una estrategia).

Existen evidencias que demuestran que las células del hipocampo, tanto en roedores
como en primates, se activan cuando los animales son sometidos a una tarea espacial. Por
ejemplo, se encontré que las células piramidales de la region CA1y CA3 del hipocampo, solo
aumentan su actividad cuando una rata pasa por una region particular de una cdmara.
Cuando los potenciales de accién de dichas células del hipocampo fueron registrados se
dispararon, demostrando asi, que la actividad de ciertas células depende de la ubicacién del
animal en un medio ambiente, cuando la rata salié de esta ubicacion la actividad de las
células se redujo casi por completo. La actividad de cada célula parecia indicar una ubicacién

especifica en el entorno de la rata, por lo que a estas células se les denomind “células de



lugar”, con lo cual se demostré la participacién del hipocampo en la memoria espacial

(O’keefe y Dostrovsky, 1971).

1.4 Mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria

Desde hace algunas décadas, los cientificos han mostrado un gran interés por
describir los mecanismos moleculares por los cuales se lleva acabo el aprendizaje y la
memoria. Han propuesto que la informacidn se puede almacenar por medio de cambios en
la comunicacién sinaptica. Santiago Ramén y Cajal propuso una teoria para el
almacenamiento de la informacién, que postula que la informacidon se almacena en el
cerebro por medio de cambios anatémicos entre las conexiones de las neuronas. En 1949
se propone que la memoria se forma por un incremento en la fuerza entre las conexiones
sindpticas (Balderas y cols., 2004). Posteriormente se descubrié que la estimulacidon de
células del hipocampo provocaba incrementos en la respuesta postsindptica, lo que se
denomind potenciacion a largo plazo (LTP), que es un incremento sostenido en la fuerza de

comunicacion sindptica debido a la activacién sostenida de una via (Bliss y Lomo, 1996).

Los mecanismos moleculares por los cuales pudiese explicarse el fendmeno de la
LTP, es en primer lugar la accion del glutamato, que aumenta la conductancia de iones, a
través de la unidn con sus receptores postsinapticos alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxasolpropionato (AMPA) y N-metil-D-aspartato (NMDA). Cuando el glutamato se une a
sus receptores AMPA provoca la entrada de Na* que lleva a una despolarizacién de la
membrana y en consecuencia la activacion de los receptores NMDA que permiten la
entrada de Ca?*. El flujo de Ca?* en la postsinapsis activa diversas enzimas como la calcio
calmodulina. La activacion de la calcio calmodulina provoca la fosforilacion de la GIuR1 una
subunidad del receptor AMPA, esta fosforilacidon provoca un incremento en la conductancia
de sodio y por lo tanto una mayor actividad de la sinapsis, lo que implica que este proceso

se lleve a cabo por un mayor tiempo.

También el aumento en la concentracidon de calcio lleva a la activacién de otras enzimas

como la adenilato ciclasa que cataliza la conversién de adenosin trifosfato (ATP) a adenosin



monofosfato ciclico (AMPc), el cual activa la proteina cinasa a (PKA), dicha activacion
provoca que la subunidad catalitica se trasloque al nucleo donde fosforila factores de
transcripcién como la proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc (CREB),

iniciandose la sintesis de proteinas (Barco y cols., 2006).
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Figura 9. Mecanismo molecular hipotético del aprendizaje y memoria en mamiferos. Tomado y modificado de Barcoy
cols., 2006.

1.5 El hipocampo es importante en la memoria espacial

Se ha mostrado la importancia del hipocampo en la memoria espacial, ya que
cuando se lesiona el hipocampo se causan graves deficiencias en la capacidad de los
roedores para aprender y recordar un lugar en el espacio (Morris y cols., 1982). Se ha
demostrado que cuando se dafia la regidn CAl del hipocampo, se causan grandes
deficiencias en las tareas de adquisiciéon y de memoria espacial en el laberinto radial de 8

brazos y en el laberinto acuatico de Morris en comparacién con el dafio observado en otras



areas lesionadas con el GD y la CA3, lo cual sugiere la importancia de la CA1 para resolver

este tipo de tareas (Stubley-Weatherly y cols., 1996).

El estudio de procesos cognitivos, como es el aprendizaje y la memoria requiere del
uso de modelos experimentales, que pueden ser utilizados para caracterizar las conductas
asociadas con la memoria, entre estos se encuentran los laberintos para roedores. Hoy en
dia, hay una gran variedad de laberintos que son ampliamente utilizados para evaluar el
aprendizaje y la memoria en roedores; entre estos laberintos destaca el laberinto acuatico,
propuesto por Richard G.M. Morris en 1981, fue desarrollado para evaluar el papel de
sefiales visuales especificas, como referencia visual y distal para la memoria espacial en
ratas, este requiere de una motivacion de supervivencia que es el nado. El aprendizaje es
mas rapido en este modelo que en otros laberintos (laberinto radial, laberinto circular)
posiblemente a la estimulacién aversiva. El laberinto acuatico se utiliza para evaluar los
dafos en la memoria que se ven afectados por la accién de una gran variedad de
Neurotoxinas, también sirve para evaluar la participacién de las estructuras cerebrales
implicadas en los procesos de aprendizaje y memoria. Es de importancia sefialar que el
laberinto acuatico de Morris es ampliamente utilizado como modelo para el estudio del
dafio cognitivo caracteristico en algunas enfermedades neurodegenerativas como lo es la

enfermedad de Alzheimer (Frautschy SA. Y cols., 1996).
1.6 El péptido AB

El AB es un péptido de 40-42 aminodcidos (4 kDa), se genera a partir de la ruptura
de la proteina precursora del AR (APP). La APP es una glicoproteina transmembrana que
posee un dominio largo extracelular N-terminal y un dominio corto citoplasmatico C-
terminal. La APP es susceptible a la ruptura por proteinas denominadas secretasas (a-
secretasa, B-secretasa y y-secretasa). La actividad de la a-secretasa que corta a la APP
impide la formacién de AB, debido a que el corte se realiza dentro del dominio AB entre los
residuos de lisina 16 y leucina 17 (Lys 16 y Leu 17) (Esch y cols., 1990). Por lo tanto es
conocida como la via no amiloidogénica. La producciéon del AR es el resultado del

procesamiento anormal de la APP y es relacionado con la actividad de la B y y secretasas



(Shoji y cols., 1992). La B-secretasa lleva a cabo el corte proteolitico de la APP entre los
residuos de metionina y aspartato 1 (Met y Asp 1), el Asp 1 corresponde al primer
aminodcido del AB. El evento final de la produccién de AB es llevado a cabo por la y-
secretasa, la cual realiza su accién en el entorno hidrofébico de la doble capa lipidica de la
membrana celular. La y-secretasa corta la parte que corresponde al domino C-terminal del
péptido AP, de esta manera se genera el péptido AR de 40-42 aminodcidos, esta ruta es

conocida como la via amiloidogénica (figura 10).
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Figura 10. Se muestra la estructura de la APP, posee un dominio extracelular (N-terminal) y un dominio intracelular (C-
terminal). En amarillo se representa la fraccién ABas.3s, los sitios de hidrolisis realizados por la a, B y y secretasas se indican
con flechas y niUmeros iniciando por el extremo N-terminal del AB. Tomado y modificado de Thinakaran y Koo, 2008.

Diversos estudios han propuesto que la fraccién AB2s.3s representa la parte activa de
todo el péptido AB completo, ya que contiene una gran cantidad de cadenas-B y representa
la parte mas toxica del péptido completo (Pike y cols., 1995). El AB2s.35 esta formado por 11
aminoacidos (GSNKGAIIGLM) y tiene un peso molecular de 1060 Daltons. Diversos estudios
han mostrado que la fraccidn AB:s-35 es neurotdxica ya que causa retraccion axonal y
dendritica, seguida de la muerte neuronal (Yankner y cols., 1990). Estudios in vivo del AB2s-
3shan mostrado que su administracion en el hipocampo y la corteza inducen un dafio similar
al ocasionado por el péptido AB1.42. Por las propiedades que ha mostrado, el AB2s-35 ha sido

utilizado como modelo para estudiar la toxicidad del AB como ocurre en la EA.



1.6.1 El AB25.35 en procesos conductuales

Se ha mostrado que la administracion del ABzs-35 puede dafar la memoria de corto
y largo plazo en ratas (Olariu y cols., 2001). Efecto que se mantiene incluso después de 6
meses después de realizar la lesidn. Los resultados de estudios con AB2s.35 demuestran que
dana la memoria en el laberinto en Y, e incluso este dafio se observa 17, 36 y 180 dias
después de la lesién. También dafa la memoria de corto plazo de tipo no espacial en una
tarea de reconocimiento social 110 dias después de la lesidon y la memoria espacial en un
laberinto radial de ocho brazos, pero no daiia la memoria de largo plazo en las cajas de

evitacién pasiva (Stepanichev y cols., 2003).

Al realizar una sola administracién del AB2s-35 a una concentracién de 10 nM en los
ventriculos, se observa un déficit en la memoria de trabajo y de referencia cuando los
animales son entrenados en el laberinto radial de ocho brazos (Holscher y cols., 2007).
Cuando se administra al mismo péptido a una concentracién de 15 nM en los ventriculos
ocasiona muerte de neuronas principalmente de la regién CA1 del hipocampo, ademas se
evalué el numero de errores cometidos por los animales en el laberinto radial de ocho
brazos, se encontré que la disminuciéon del nimero de neuronas se correlacionaba
directamente con el nimero de errores. Estos datos indican que el déficit en el aprendizaje
y memoria inducidos por el AB2s.3s estdn relacionados con un dafio en la region CA1 del

hipocampo (Stepanichev y cols., 2004).

En el laboratorio de neurofarmacologia se ha mostrado que la administracion del
AB2s.35 con una concentracion de 100 uM administrados en hipocampo y corteza temporal
de rata, induce un déficit en procesos de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto
radial de ocho brazos y en el laberinto acuatico de Morris (Pérez-Severiano y cols., 2004;
Limén y cols., 2009). Asi como también se ha analizado el efecto de diferentes
concentraciones del AB,s.3s5, que van desde concentraciones nM hasta mM, en la region CA1
del hipocampo, demostrando que el ABs-35 puede generar un déficit en el aprendizaje y la
memoria de ratas en el laberinto radial de ocho brazos (Garcia Tela. tesis de licenciatura.

2009)



1.6.2 Toxicidad del AB25-35

Se ha mostrado que el ABs.35 contiene un residuo de metionina en la posiciéon 35
(Met35), este residuo resulta ser clave para la formacién de radicales libres y por
consiguiente el desarrollo de estrés oxidativo (Butterfield y Kanski, 2002). Por otra parte se
ha estudiado el efecto del AB2s-35 en algunos modelos conductuales, se ha encontrado que
es capaz de disminuir los procesos de aprendizaje y memoria en el laberinto radial de 8
brazos, laberinto acuatico de Morris y el laberinto en Y (Stepanichev y cols., 2003, 2004;

Limdn et al., 2009), probablemente efecto de la neurodegeneracion de dicho péptido. El
AB»s.35 puede incrementar la concentracién de especies reactivas de oxigeno, asi como la

oxidacion de lipidos probablemente como resultado de una alteracidon en la homeostasis
del Ca%*. El deterioro en la homeostasis del Ca?* estd involucrado en la disfuncidn sindptica
y muerte neuronal en la EA. Por otra parte, el péptido AB puede inducir una disminucion de
los receptores de insulina en las membranas de las neuronas y afectar la actividad de
diversas cinasas que participan en la potenciacién a largo plazo (Towsend y cols., 2007).
También puede inhibir a los receptores de captura de glutamato, produciendo un
incremento de dicho neurotransmisor en la sindpsis y ocasionando una sobre activacién de
los receptores alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolpropionato (AMPA) y N-metil-D-
aspartato (MNDA) (Fernandez-Tome. 2004). Se ha demostrado que el AB2s-3stiene afinidad
a los sitios de glutamato y glicina del receptor MNDA (Cowburn., 1997). La sobre activaciéon
de este receptor da como resultado un proceso de excitotoxicidad, al alterar la homeostasis
a nivel intracelular, lo que ocasiona la activacion de diversas enzimas entre ellas las sintasas
de oxido nitrico (NOS). Como consecuencia de esta cascada de sefializacidén activada por el
AB2s.35, hay un incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que genera
peroxidacién de lipidos, dafio a la mitocondria, nitracion de proteinas y finalmente la
muerte neuronal (Torreilles, 1999). Cabe sefialar que el NO juega un papel importante en
el dafo exicitotoxico, ademas se ha demostrado que esta implicado en la toxicidad del AB2s.

35, por ejemplo, se ha demostrado que cuando se administra el péptido en la corteza



temporal de rata genera un aumento en la concentracion de éxido nitrico NO asi como

provocar un aumento en el dano (Limén y cols., 2009).

1.7 Papel del Oxido nitrico en el daifio ocasionado por el ABzs.35

El 6xido nitrico (NO) es una molécula diatdmica, hidrofébica, altamente reactiva, con
un tiempo de vida corta, aproximadamente 5 segundos, se difunde libremente a través de
la membrana celular, de acuerdo a su gradiente de concentracion. Se define como un radical
libre que es rdpidamente oxidado en el ambiente, por lo que no puede ser almacenado

(Guzman Grenfell A. y cols., 2006).

El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas sintasas del éxido
nitrico (NOS), las cuales requieren de los cofactores FMN, el FAD y el NADPH para catalizar
la reaccidn de L-arginina a L-citrulina y una molécula de NO. El éxido nitrico tiene un papel
muy importante a nivel periférico en la dilatacion de los vasos sanguineos, citotoxicidad
contra patégenos y tumores, coordinacién del ritmo cardiaco y regulacion de la actividad
respiratoria celular. En el sistema nervioso central se propone que el NO participa en
procesos de neurotransmision y directamente en procesos de proliferacion, diferenciacion
y sinaptogénesis. Sin embargo, existen sustancias como el AB;s.35 que tiene la capacidad de
aumentar las concentraciones basales de NO (Limén y cols., 2009) (ver fig. 11). En el
laboratorio de Neurofarmacologia han mostrado que la administracién intrahipocampal de
AB2s-35 aumenta las concentraciones de NO en el hipocampo, la corteza frontal, la corteza
temporal y la corteza parietal debido a que el ABzs3s incrementa la activacidén de las
enzimas nNOS e iNOS. Este proceso ocasiona la produccién incontrolada de NO y con ello

promueve la neurodegeneracion.
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Figura 11. Efecto de la administracion del AB2s.35 en la corteza temporal, sobre los niveles de dxido nitrico en corteza
temporal e hipocampo de ratas. En Ay C se muestra los niveles de éxido nitrico para la corteza temporal e hipocampo del
grupo control y el grupo con AB,s.3s. Los valores son representados como la media de los nitritos en [uM]/ mg de proteina
+ ESM P< 0.05 con una t de student. (Limén y cols., 2009).

El 6xido nitrico tiene la capacidad de aumentar la concentracion de radicales libres,
al inhibir la fosforilacién oxidativa, ya que se une al grupo hemo de la cadena transportadora
de electrones (complejos | y IV mitocondrial) y provoca la muerte neuronal por deficiencia
de ATP (Moncada y Bolafios., 2006). Ademas es capaz de interaccionar con el ion superdxido
(0%) para formar el peroxinitrito (ONOO") (Stewart., 2002). El ONOO~ es una molécula
altamente inestable, al disociarse en mds radicales como el radical hidroxilo y el diéxido de
nitrégeno, estas sustancias son capaces de provocar la peroxidacion lipidica, que da por
resultado la activacion de la glia, que a su vez incrementa la liberacién de radicales libres.
En las neuronas, el ONOO™ es capaz de daiiar a los nuerofilamentos, ya que nitra los residuos

de tirosina en algunas proteinas.



I1 JUSTIFICACION

Estudios tanto in-vitro como in-vivo han mostrado que el péptido amiloide-f3 ejerce
un efecto toxico sobre neuronas de tipo colinérgico. En el laboratorio de Neurofarmacologia
se han realizado estudios sobre el modelo ABa2s-35 en los cuales se ha abordado el estudio
de diferentes regiones cerebrales como el hipocampo, la corteza frontal, la corteza
temporal y la amigdala entre otros. Sin embargo, en la actualidad se conoce que no solo
estas regiones se ven afectadas en diferentes tipos de demencias si no también regiones
como el cerebro basal anterior. Colom y cols. (2011), demostré que la inyeccion
intrahipocampal del AB (1-40) daiia las neuronas del septum medial en ratas. El ndcleo
septal, que forma parte del cerebro basal anterior, se ve afectado en enfermedades

neurodegenerativas como EA.

Por otra parte, estudios recientes han mostrado que la lesién del septum medial
causa déficit en procesos de aprendizaje y la memoria, al igual que en estudios
electrofisiolégicos se evidencia una disminucion en la actividad eléctrica de la formacién
hipocampal. Por lo tanto, la pérdida progresiva de las entradas colinérgicas hacia la
formacion hipocampal en pacientes con enfermedad de Alzheimer, contribuye al dafio en
procesos como la adquisicion de la informacién, asi como su almacenamiento,
caracteristicas sintomatoldgicas de la enfermedad. La fraccidn ABas.3s mimetiza los efectos
toxicos del péptido completo (AB1-42), este péptido es capaz de dafiar la memoriay causar
eventos neurodegenarativos, por mecanismos como excitotoxicidad, estrés oxidativo y
nitrosativo y neuroinflamacion, cuando es administrado en la corteza temporal o en el
hipocampo. Sin embargo aun hay interrogantes sobre si la administracion del Amiloide-[32s-
35 en el septum medial es capaz de incrementar el estrés nitrosativo vy la lipoperoxidacion,
y si este dano es dependiente de la concentracion de Amiloide-B2s-35, es por ello que
buscamos examinar en un modelo in-vivo si el dafio en la adquisicién y la memoria
ocasionado por Amiloide-B2s5-35 al ser administrado de manera intraseptal se relaciona con

la concentracién inyectada.



III HIPOTESIS

El deterioro en la adquisicion y la recuperacidon de la memoria dependiente del
circuito septo-hipocampal depende de la concentracién administrada del péptido AB2s-35
en dicho circuito.

IV OBJETIVO GENERAL

++ Estudiar el efecto a diferentes concentraciones de AB2s-3s en el circuito septo-
hipocampal sobre de memoria espacial, estrés nitrosativo y la lipoperoxidacidn en
rata.

V OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto a diferentes concentraciones de ABs3s en el circuito septo-

o
A5

hipocampal sobre la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris.

+ Evaluar el efecto a diferentes concentraciones del AB2s.35 sobre el estrés nitrosativo
en el circuito septo-hipocampal.

+* Evaluar el efecto a diferentes concentraciones del AB;s.35 sobre la lipoperoxidacion
en el circuito septo-hipocampal.
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VII METODOLOGIA

7.1 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, proveniente del bioterio Claude Bernard
de la BUAP, con un peso aproximado de 250-300 g. Los animales se mantuvieron en jaulas
de acrilico transparentes, con acceso libre de agua y alimento, la estancia de los animales
se mantuvo a una temperatura de 24 °C y con ciclos luz/oscuridad, de 12/12 horas. El
sustentante del presente trabajo cursé y aprobd la capacitacién tedrica y practica de
“manejo y vias de administracidn en ratas de laboratorio” impartido por el Bioterio Claude

Bernard de la BUAP.

7.2 Preparacion del péptido AB2s-35

La solucidn stock del fragmento ABss-25 y APBas-35 se encontraban a una concentracion
de 1mM, almacenada a -80°C. Para la cirugia estereotaxica se prepararon diferentes
soluciones a diferentes concentraciones del péptido ABa2s.3s (Sigma Aldrich) (100 uM, 500
UMy 1 mM) y su fraccidn reversa a las mismas concentraciones ABss-2s (que su utilizé como
control) a partir de una solucién stock. Cada solucién se incubé en bafio maria a una

temperatura de 37 °C por 36 horas.

7.3 Administracion del péptido AB2s-35

Los animales fueron seleccionados al azar para formar los grupos control y los
grupos problema. Los grupos control recibieron cada una de las diferentes concentraciones
de ABss25, con una n=12 y los grupos problema recibieron cada una de las diferentes

concentraciones de AB2s-35 con una n=12.

7.4 Cirugia estereotaxica

Para poder realizar la lesion intraseptal, cada animal fue anestesiado con solucién

de ketamina/xilacina a una dosis de 70:10 mg/kg por via intraperitoneal. Posteriormente



los animales fueron afeitados antes de realizar la incisién. Con ayuda del aparato
estereotaxico para roedores pequefios (Stoelting Co. Wood Dale, figura 12), se sujetaron al
marco del aparato con ayuda de las barras auditivas, se realizaron los procedimientos
quirurgicos asépticos necesarios en el area donde se realizd la incisidn, la cual fue
aproximadamente de 1.5 cm. Se remueve el periostio y se localizé los puntos de referencia
estereotaxica; bregma y lambda. Basandonos en el atlas de Paxinos y Watson (1998) se
tomaran coordenadas para el septum medial, AP: +0.6, L: 0.0, P: -5.6. Posteriormente se
realizé una perforacién con un taladro para proceder a administrar 2 pL de AB2s-35 0 ABss-25

en sus diferentes concentraciones.

Figura 12. Aparato de cirugia estereotaxica y bomba de infusion. En la imagen, a la derecha se muestra el aparato de
cirugia estereotaxica para pequefias especies (Stoeling Co) y a la izquierda la bomba de infusién (Harvard Apparatus).

7.5 Protocolo de las pruebas conductuales

Una de las pruebas mds comunmente utilizadas por los investigadores para el
estudio de la memoria espacial, es el laberinto acuatico disefiado por Morris. La prueba se
desarrolla en una tina circular dividida en cuatro cuadrantes imaginarios (designados como
noroeste, suroeste, noreste y sureste) que dispone de una plataforma movil, designada
como torre de escape, oculta y parcialmente sumergida. En uno de los cuatro cuadrantes
se sitla la torre de escape, que debe quedar a una altura de 0.5-1 cm por debajo del nivel
del agua. Las dimensiones de la tina son de 1.50 m de didmetro y 80 cm de alto, la cual

contiene en su interior un cilindro de 40 cm de alto y 15 cm de didmetro, el cual es conocida



como torre de escape, a dicha torre la cubre agua coloreada con diéxido de titanio para que
no sea visible, la torre permanecera en el cuadrante IV durante todo el experimento (figura
13). La prueba de aprendizaje consiste de cinco dias consecutivos de evaluacion. El primer
dia de la evaluacidn los sujetos realizan un total de cuatro ensayos, teniendo como tiempo
limite 90 segundos para localizar la torre de escape y retirarlos de la tina, en dado caso que
no puedan localizar la torre de escape se les conduce sobre el agua hacia la localizacién de
la torre de escape, se les da un tiempo de 20 segundos para que reconozca su entorno lo
cual le ayudara a recordar la ubicacién de la torre de escape en posteriores ensayos. Cada
ensayo consiste en colocar a los sujetos de experimentacion dentro de la tina desde cada
uno de los puntos cardinales, empezando por sur, este, norte y finalmente oeste. A partir
del segundo dia y hasta el quinto dia los sujetos se colocan en el laberinto acudtico de
Morris, desde cada uno de los puntos indicados en el primer dia con un total de 4 ensayos
por dia. Se contabilizé el tiempo de latencia para localizar la torre de escape con un tiempo

limite de 90 segundos en cada ensayo y el nimero de visitas a los cuadrantes por ensayo.

Figura 13. Laberinto acuatico de Morris. Fotografia tomada en el laboratorio de Neurofarmacologia FCQ-BUAP. Para los
resultados obtenidos se cuantifica el tiempo de latencia a partir de cada cuadrante hasta llegar a la plataforma de escape,
cubierta por un liquido coloreado, en un tiempo no mayor a 90 segundos.

7.5.1 Protocolo de la prueba de memoria

La prueba de memoria se realizé diez dias después de que finalizé la prueba de un
solo dia con un total de 4 ensayos, el procedimiento es similar solo que la torre de escape
se retira de la tina, esto con el fin de que los animales recordaran donde se localizaba la

torre de escape, se evalud el tiempo de latencia al primer cruce por el punto donde se



localizaba la plataforma con un tiempo no mayor a 90 segundos y se contabilizé el nUmero

de visitas y el tiempo que permanecen en cada cuadrante.

7.6 Obtencion de la muestra

Finalizada la prueba de memoria espacial, se aplicé eutanasia a los animales por
decapitacion, se extrajo el cerebro para ser colocado rapidamente en una base fria y
posteriormente disecar los nucleos; septum medial, hipocampo y corteza frontal. Los
nucleos se homogenizaron con una solucidn buffer de fosfatos (pH= 7.4), con ayuda de un
homogeneizador con pistén de teflén, para después centrifugarlos a 12500 rpm durante 30
minutos a una temperatura de 4°C, en una microcentrifuga (Hittech 200R, UK). El
sobrenadante se recolecté de cada una de las muestras para cuantificar el indice de
peroxidacién de lipidos por el método de Gerard-monnier, la concentracién de nitritos
(NO2) por la reaccidon de Griess (modificada para microplaca) (Mufioz y cols, 2003), vy

proteinas totales por la técnica de Bradford, 1976.

7.7 Determinacion de peroxidacion de lipidos

Fundamento (método de Gerard-Monnier)

El malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-alquenales son importantes productos téxicos
de la liopoperoxidacion (oxidacién de acidos grasos), se forman de la ruptura de acidos
grasos poliinsaturados, la cuantificacién de las cantidades de tales aldehidos es un indice

adecuado para la cuantificacidon de la magnitud de las reacciones de lipoperoxidacion.

Este ensayo se basa en la reaccion entre N-metil-2-fenilindol con malondialdehido
(MDA) y los 4-hidroxialquenales (4-HDA) a 45°C y en un medio 4cido. Una molécula de MDA
0 4-HDA reaccionan con dos moléculas de N-metil-2-fenilindol, proporcionando un
cromoforo estable que absorbe a 586 nm. El empleo de esta longitud de onda y de la
temperatura de incubacién (45°C) minimiza las interferencias presentes en otros métodos

para determinar aldehidos, derivados del proceso de peroxidacion lipidica.



Metodologia

La peroxidacion de lipidos se cuantificé en el septum medial, hipocampo y corteza

frontal, mediante el método de Gerard-Monnier.

Se tomé una alicuota del homogeinizado que se obtuvo previamente. A esta alicuota
se le afiadié 650 uL de N-metil-2-fenilindol 10.3 mM (el cual contenia 38 mg de N-metil-2-
fenilindol, 18 ml de acetonitrilo y 6 ml de metanol), seguido de 100 pL de agua y 150 uL de
acido metanosulfonico, posteriormente se agitaron las muestras y se incubaron las
muestras a 45°C en bafio maria por 60 minutos. Posteriormente se dejo enfriar las muestras
para centrifugarlas 3000 rpm durante 15 minutos. Se tomo el sobrenadante, cada muestra
fue analizada por triplicado y leidas en el espectrofotémetro UV-Visible (VARIAN) a 586 nm.
Los niveles de lipoperoxidacion se registraron como nmol de malondialdehido (MDA), al

extrapolar los datos en la curva de calibracion.
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Figura 14. Curva de calibracion de malondialdehido (MDA) por el método de Gerard-monnier. Se realizé una curva de
calibracidn con concentraciones desde 0 hasta 5 uM.



7.8 Determinacion de nitritos y proteinas totales

El 6xido nitrico se cuantificé en el septum medial, hipocampo y corteza frontal como
(NO32) un metabolito estable de NO con ayuda de una técnica espectrofotométrica basada
en la reaccion de Griess. Esta técnica utiliza nitrito de sodio (Sigma Co) [0.1M] como solucién
estandar para elaborar una curva de calibracién, sulfanilamida (Sigma Co) al 1%,
dihidrocloruro de N-naftiletilendiamina 0.1%. Se adicionan voliumenes iguales (200 pL) al
sobrenadante de las muestras homogenizadas (200 plL). Las muestras se procesan por
triplicado y se lee a una longitud de onda de 540 nm. Las concentraciones de nitritos se

obtendran al extrapolar los datos de absorbancia en la curva de calibracidn.
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Figura 15. Curva de calibracion de nitritos (NO2), realizada por la técnica de Griess. Se realiz6 una curva de calibracién
con concentraciones desde 1.56 hasta 100 pM.

7.8.1 Determinacion de proteinas totales
Fundamento

Esta técnica estd basada en la reaccion de los aminoacidos de la muestra con una

mezcla de azul brillante de coomassie R-250 (reactivo de Bradford). Los aminoacidos



producen compuestos de color azul caracteristicos, cuya intensidad esta en funcién de la

concentracion de los aminoacidos.

Metodologia

Las proteinas totales se determinaran por la reaccion de Bradford, en los nucleos
septum medial, hipocampo y corteza frontal. Mediante la construccion de una curva de
calibracion de albumina de suero bovino (ABS). Se prepararon a partir de una solucion stok
de ABS (0.25 mg/ml) a concentraciones de 0.0125, 0.0250, 0.0375, 0.0750, 0.1500, 0.1875
y 0.2250 pg/ul (=mg/ml). Las muestras fueron diluidas de la siguiente manera: hipocampo
1:20, corteza frontal 1:20, el septum medial no fue diluido. Para determinar la cantidad de
proteina, se toma un volumen de 20 uL del homogenizado y se coloca en una placa por
triplicado, se agregan 180 uL del reactivo de Bradford y se leen las muestras a 630 nm. Para
conocer la concentracién de proteina de las muestras solo basta con interpolar los valores

de la absorbancia en la curva de calibracion.
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Figura 16. Curva de calibraciéon de proteinas, por la técnica de Bradford. Se realizé una curva de calibracion con
concentraciones desde 1 hasta 20 pg.

7.8.2 Normalizaciéon de Malondialdehido y NO; por miligramo de proteina



Para graficar los datos de la concentracion de malondialdehido y NO2 se realizaron
las normalizaciones de cada nucleo. La normalizacidn consistié en obtener el cociente de
las concentraciones de MDA o de NO; entre los miligramos de proteina, contenidos en 20

microlitros de muestra.

7.9 Muestras para incluir en parafina y cortes

Un dia después de terminada la prueba conductual, se realizé el sacrificio de los
animales (3por grupo), se anestesiaron con ketamina-xilazina (100:13.3 mg/kg) para realizar
perfusion intracardiaca (con SSI 'y, paraformaldehido al 4%). Los cerebros se extrajeron vy
colocaron en solucidn de paraformaldehido al 4% por un tiempo de 3 dias. Posteriormente
se realizé la inclusién en parafina de los tejidos de la siguiente manera: se realizé un corte
del cerebro coronalmente a la altura de las estructuras de interés, para introducir estas
secciones en cassettes de inclusion. Se realizd la deshidrataciéon de los tejidos,
primeramente con agua destilada por un lapso de 30 min, continuando con alcohol de
concentraciones crecientes (alcohol al 80%, alcohol al 96%, alcohol al 100% (2veces),
etanol-xilol y finalmente xilol por 1 hora cada uno. Posteriormente fueron colocados en
parafina fundida por una hora, para finalmente ser incluidos en parafina con ayuda de unas
placas de metal, las cuales nos permiten obtener bloques de parafina. Finalmente los
bloques fueron sometidos a cortes con ayuda de un micrétomo (Leica RM2125) con un

grosor de entre 5-8 micras y colocados en portaobjetos previamente gelatinizados.

7.9.1 Inmunohistoquimica para 3-nitrotirosina

La deteccidn de 3-nitrotirosina se realizd por inmunofluorecencia. El procedimiento
es el siguiente: se hidrataron los cortes coronales de cerebro tratandolos con las soluciones
siguientes: xilol2, xilol1, etanol al 100%2, etanol al 100% 1, etanol al 96% y etanol al 80%,
hasta agua destilada por 5 min cada uno. Posteriormente se realiza una exposicién
antigénica con ayuda de un buffer de citratos (citrato de sodio 0.1 M y acido citrico 0.1 M,

pH=6) por un lapso de 1.5 min. Se hizo un lavado de los tejidos 3 veces con una solucién



que es una mezcla de buffer de fosfatos (PBS, pH=7.4) y triton al 2%. Se continua con la
incubacién de los tejidos con solucién de albumina de suero bovino al 1% durante 2 horas
en una cdmara humeda, se realiza un segundo lavado con PBS para posterior incubacion
con triton X-100 al 0.2% durante 10 min. Se realizan tres lavados con solucion de PBS.
Enseguida se incuba el anticuerpo primario anti 3-NT dilucién A 1:200  durante toda una
noche a 4 °C en cdmara humeda; al dia siguiente se realizan tres lavados con solucidn PBS
y posterior incubacion con el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo isotiocianato
de fluoresceina (FITC, cabra, anti-mouse, 1:100, Jackson InmunoResearch) por 2 h a
temperatura ambiente, en oscuridad. Finalmente se realizan tres lavados y se montan con

Vecta-Shield conjugado con DAPI (4,6- diamino-2-fenilindol).



VIII RESULTADOS
8.1 Determinacion del sitio de lesion
Como parte importante de este trabajo fue necesario corroborar el sitio de lesién

en la region del septum medial, la cual fue comprobada mediante una microinyeccién con

1 uL de azul de metileno al 2 %, se tomaron por referencia las coordenadas propuestas por

Paxinos y Wattson en 1998.
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Figura 17. Localizacidn del sitio de lesion. En el panel B) se puede observar la trayectoria de la canula, mediante una

microinyeccién con azul de metileno. En el panel A) se muestran les regiones donde se localiza la lesién conforme al atlas
de Paxinos y Wattson (1998).



8.2 Efecto de diferentes concentraciones del péptido Af25-35 en el septum
medial sobre el aprendizaje y memoria

La prueba de aprendizaje espacial se realizé en el laberinto acudtico de Morris 15
dias después de la administracion del ABs.3s (a diferentes concentraciones) en el septum
medial, la prueba tuvo una duracién de cinco dias, con 4 ensayos por dia, con el objetivo de
gue los animales aprendieran a localizar la plataforma de escape, que se localizaba en el

cuadrante 4 durante toda la prueba, en un tiempo no mayor a 90 segundos.

El primer pardmetro analizado fue el tiempo de latencia al escape. Durante la prueba
de aprendizaje los sujetos de experimentacién de todos los grupos muestran una reduccién
de sus tiempos de latencia al pasar de los dias y los ensayos, lo cual nos indica que el proceso
de aprendizaje se llevaba a cabo correctamente, sin embargo, en el primer dia de prueba
se obtuvo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos ABss-2s [1 mM] vs ABzs.
35[100 pM] (*p<0.05), y entre los grupos AB2s.3s [ImM] y AB2s.35 [100 uM] (##p<0.01). En el
segundo dia de aprendizaje se obtuvo diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos ABss-2s [500 pM] vs ABss-25 [100 uM] (Sp<0.05), AB2s-35 [500 uM] vs AB2s-35 [100 pM]
(&&p<0.01) y entre los grupos APBss-25 [500 uM] vs AB2s-35 [100 uM] (%%%p<0.001) (figura
18 A).

La evaluacién de la memoria se realizd diez dias posteriores a la prueba de
aprendizaje, que consistié en realizar cuatro ensayos en un solo dia. El objetivo de la prueba
fue evaluar la capacidad de los sujetos de experimentacion para localizar la plataforma de
escape, la cual fue retirada previamente. En la prueba de memoria se cuantifico y comparoé
el tiempo de latencia al primer cruce por el punto donde se localizaba la plataforma de los
diferentes grupos experimentales, observando que el grupo administrado con AB2s.3s5 [1
mM)] presenté un incremento en el tiempo de latencia, en un 202% respecto de su grupo
control (ABss-2s[1ImM]), para cruzar por el punto donde se localizaba la plataforma de
escape, encontrando diferencia estadisticamente significativa entre dichos grupos

(*p<0.05) (figura 18 B).
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Figura 18. Prueba de aprendizaje evaluada en el laberinto acuatico de Morris. En la figura A) se muestra el tiempo de
latencia al escape, durante el aprendizaje y la memoria, de los grupos administrados con la fraccion reversa del Amiloide
beta a diferentes concentraciones ABss.s y de los grupos administrados con la fraccion AB,s3s también a diferentes
concentraciones. Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias con una post-test Bonferroni. *p<0.05 (ABas.
35[1mM] vs AB2s3s[100uM]), ##p<0.01 (ABss.2s[1MM] vs ABs35[100uM]), $Sp<0.05 (AB3s25[500uM] vs ABss.os[100uM]),
&&p<0.01 (AB25-35[500uM] vs AB25.35[100uM]), %% %p<0.001 (ABs3s-25[500pM] vs AB2s.35[100uM]), +p<0.05 (AB2s35[1mM]
vs AB35.25[100uM]), *°p<0.01(AB25-35[500uM] vs AB3s.25[100M]). La figura B) muestra el tiempo de latencia al primer cruce
en la prueba de memoria. Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via con una post-test Bonferroni. *p<0.05.
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Figura 18.1 Registro del tiempo de permanencia en el cuadrante blanco y numero de cruces por el punto de la
plataforma. En C) se muestra el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco para cada grupo. Los datos fueron
analizados con una t-student. *p<0.05 (AB3s-2511mm) VS AB2s-3stmmi), #P<0.05 (AB2s-3si100umy VS AB2s-3sisooumy), $$Sp<0.001
(AB25-351100uM] VS AB25.3511mM1), &P<0,05 (AB2s.351500um] VS AB2s.3511mmy). D) presenta el ndmero de cruces por el lugar de la
plataforma. **p<0.01 (ABss.2s1mm] VS AB2s-3siimmi), ##0<0.01 (AB2s.3si100um1 VS AB2s-3sis00um), $P<0.05 (AB2s.3s(s00um) VS ABas.
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8.3 Efecto de la administracion de Af2s-35 en el septum medial sobre
la trayectoria de navegacion

La trayectoria de navegacion que realizan los animales durante el desarrollo de la
prueba conductual, es un punto de referencia que nos da evidencia del nado y la asociacién
gue estos tienen con las senales extralaberinticas, que utilizan para la ubicacion de
plataforma. La trayectoria que siguen los animales durante la prueba de aprendizaje y
memoria en el laberinto acuatico de Morris, fue grabada y analizada, por medio de las
videgrabaciones y trasladadas a una pantalla para dibujar la trayectoria en un acetato, que

posteriormente fue escaneado.

En la figura 19 se muestra la trayectoria de navegacién que presentan los grupos
administrados con la fraccién reversa ABss.2s a diferentes concentraciones y los grupos
administrados con la fraccién ABs3s a diferentes concentraciones. Este analisis permite
evaluar el proceso de la consolidacién de la informacién adquirida durante a evaluacién,
puesto que el modelo cuenta con sefiales extra e intraleberinticas, que les sirven como

punto de referencia para localizar la plataforma de escape.

Al evaluar la trayectoria de navegacion se observa que el recorrido que realizan los
animales al inicio de la prueba solo nadan sobre la periferia de la tina, demostrando una
conducta exploratoria, en el primer dia de aprendizaje, al trazar las trayectorias de
navegacion en el ultimo dia de aprendizaje se puede observar como los animales
administrados con la fraccion reversa del AB han adquirido la informacidn para situarse
espacialmente y localizar la plataforma de escape, mientras que los animales administrados
con Aa2s.35 presentan una trayectoria de navegacion mas periférica y aleatoria. Durante la
prueba de memoria los grupos controles presentan una trayectoria de navegacién mas
enfocada hacia el punto donde se localizaba la plataforma con respecto a los grupos
administrados con APas3s que presentan una trayectoria menor enfocada hacia la

plataforma y con un nimero menor de cruces.
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Figura 19. Representacion de las trayectorias de navegacion. El panel de imdgenes muestra las trayectorias de
navegacion de los diferentes grupos experimentales, las cuales se obtuvieron de la fase de aprendizaje (dia 1y 5) y fase
de memoria (10 dias después de la prueba deaprendizaje) evaluadas en el laberinto acuatico de Morris.



8.4 La administracion de Af:s5-35 en el septum medial, aumenta la
concentracion de nitritos de manera concentracion dependiente

Al dia 31 post cirugia y al finalizar la prueba de memoria, se determinaron las
concentraciones de nitritos, los cuales son metabolitos estables del 6xido nitrico, en tres
regiones cerebrales diferentes: el septum medial (figura 20A), el hipocampo (figura 20B) y
corteza frontal (figura 20C). Las concentraciones de nitritos fueron determinadas por el
método de Griess, las cuales posteriormente fueron normalizadas por miligramo de

proteina contenidas en cada muestra.

Al comparar los grupos problema administrados con el ABs.35en el SM a diferentes
concentraciones ([100uM], [500 uM] y [1mM]) respecto a sus controles administrados con
la fraccion reversa del AB (APBss2s) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, en el septum medial (figura 20 A). El grupo administrado con AB2s5-35[100uM)]
incremento los niveles de nitritos en un 247% respecto de su grupo control (APss-
25[100uM]), el grupo administrado con AB2s.35[500uM] incremento los nitritos un 276%
respecto a su grupo control (ABss-25s[500uM]) y el grupo administrado con la concentracion
mas alta, AB2s-35[1mM], incremento los niveles de nitritos en un 368% con respecto a su
grupo control. También se encontrd diferencias entre los grupos administrados con AB2s-35
a las diferentes concentraciones, [100uM] vs [500 uM] ##p<0.01 y [500 uM] vs [ImM]
&&p<0.01. En hipocampo (figura 20B) se observo que a partir de una concentracién de ABs-
35[500uM] los niveles de nitritos se incrementan 270% respecto a su grupo control (ABss.
25[500uM]) **p<0.01. A una concentracion de AB2s-3s[1mM] el incremento de nitritos fue
de 360% respecto de su grupo control (ABss-2s[1mM]) **p<0.01. Por otra parte al comparar
entre los grupos problema se encontré diferencias significativas entre ABzs-3s [100 uM] vs

[S00 uM] ###p<0.001, y AB2s35 [100 uM] vs [ImM] &&p<0.01.

Mientras que en corteza frontal (figura 20C) solo se observaron diferencias significativas en
el grupo administrado con ABzs.35 [ImM] respecto de su control, incrementandose los

niveles de nitritos 400% (**p<0.01), al realizar el analisis entre los grupos problema



administrados con ABs-35, en esta regién se encontraron diferencias significativas entre

AB25-35[100uM] y AB25-35 [S00UM] ###p<0.001, AB2s-35 [S500uM] y AB25s-35 [ImM] &&p<0.01.
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Figura 20. Determinacidn de nitritos por el método de Griess en ratas lesionadas en el septum medial. En A) se muestran
las concentraciones de nitritos determinados en el septum medial, en B) nitritos determinados en hipocampo y en C)
nitritos determinados en corteza frontal, con una n=8 por cada grupo. Las barras corresponden a la media + EEM, los datos
fueron analizados con una t-studet. En A) AB;s.35vs ABss2s comparados con su respectivo grupo control a las diferentes
concentraciones (**p<0.01), AB2s-35 [100uM] vs ABs.35 [S00uM] (##p<0.01) y AB2s-35 [100uM] vs AB2s-35 [1mM] (&&p<0.01).
En B) AB2s35[500uM] y AB2s3s[1mM] vs sus grupos controles administrados con la fraccidn reversa (ABss.2s) (**p<0.01),
AB2s.35s[100UM] vs AB2s.35[500uM] (###p<0.001), AB2s.35[100uM] vs ABas.as[1mM] (&&p<0.01). En C) ABss2s[500uM] vs
AB2s.35[1mM] (**p<0.01), AB2s.35[1000M] vs ABs.35[5001M] (###p<0.001), AB2s.35[100uM] vs AB,s.35[1mM)] (&&p<0.01).
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8.5 La administracion de Af:s5.35 en el septum medial, aumenta la
concentracion de Malondialdehido de manera concentracion
dependiente

Otro marcador de dafio que se evalué después de haber finalizado la prueba de
memoria fue los niveles de Malondialdehido (MDA), el cual es un metabolito de la ruptura
de acidos grasos polinsaturados, un indicador de peroxidacion de lipidos, en tres regiones
cerebrales diferentes: el septum medial (figura 21 A), el hipocampo (figura 21B) y corteza
frontal (figura 21C). Las concentraciones de MDA fueron determinadas por el método de

Gerard-Monier, normalizadas posteriormente por miligramo de proteina.

En la figura 21 A), se observa que solo los grupos administrados con APB2s.35 a
[500uM] y [1mM] presentan incremento de los niveles de MDA 900% y 275%
respectivamente respecto de su grupo control (**p<0.01), al analizar estadisticamente
entre los grupos problema se encontraron diferencias significativas entre el grupo con AB2s.
35 [500uM] y [ImM] (##p<0.01). Otra regidn de interés donde se evaluaron los niveles de
MDA fue el hipocampo (figura 21B) observando un aumento de los niveles de MDA en los
grupos con AB2s.35[500uM] 166%(*p<0,05), AB2s-35[1mM] 265% (**p<0.01), respecto de sus
grupos controles, asi también se encontraron diferencias significativas entre los grupos
problema, AB2s-35 [100uM] vs [1mM] ###p<0.001, AB2s-35 [S00uM] vs [ImM] &&&p<0.001.
Al evaluar los niveles de MDA en corteza frontal (figura 21C) se observa un aumento en el
grupo APBjs3s [500uM] de un 380% respecto de su grupo control (APss-2s [S00uM])
(***p<0.001), y en el grupo AB;s35[ImM] un incremento de 151% respecto de su grupo

control (AB2s-35 [100uM]) (#p<0.05).
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Figura 21. Determinacién de MDA por el método de Gerard-Monier en ratas lesionadas en el septum medial. En A) se
muestran las concentraciones de MDA determinados en el septum medial, en B) se muestran las concentraciones de MDA
determinados en hipocampo y en C) se muestran los niveles de MDA determinados en corteza frontal, con una n=8 por
cada grupo. Las barras corresponden a la media £+ EEM, los datos fueron analizados con una t-de student.*p<0.05,
**p<0.01 (AB3s-25 Vs AB2s-35 a las diferentes concentraciones). En A) AB25-35 [100uM] vs AB25-35 [500puM]##p<0.01, ABas.
35 [100uM] vs ABzs3s [IMM] &&&p<0.001, AB2s-35 [S00UM] vs ABas3s [ImM] $Sp<0.05. En B) AB3s35s [100uM] vs ABas.3s
[ImM] ###p<0.001, ABas3s [S00UM] vs ABas3s [ImMM] &&&p<0.001. En C) AB;s.35[500uM] vs ABss25[500uM], ABas.ss
[100uM] vs AB3s.35 [1mM]#p<0.05.
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8.6 Efecto de la administracion de Af2s-35 en el septum medial sobre
la inmunorreactividad a 3-NT

La inmunorreactividad para 3-NT fue medida en los mismos grupos de ratas, 24 horas
después de finalizada la prueba de memoria. El andlisis por inmunofluorescencia fue
realizado para estimar el efecto de la administracién de diferentes concentraciones de ABs.
35 sobre la formacion de especies reactivas de nitrégeno (3-NT, color rojo) y los nucleos
marcados con DAPI (color azul), como un marcador de dafio a las neuronas 30 dias después
de la administracion de AB2s3s en el septum medial (figura 22, A-L). En los grupos
administrados con AB2s-35 a [500 uM] y [ImM] la inmunorreactividad a 3-NT se incrementd
respecto de su grupo control administrado con las fraccién reversa, como lo muestran las
microfotografias (figura 23, H y L). Al cuantificar el porcentaje de area tefiida para la marca
contra 3-NT en el septum medial se encontro diferencias estadisticamente significativas del
grupo ABzs-3siioopm; Y AP2s-3spimm) respecto a su grupo control. Debido a que el septum
medial envia proyecciones hacia el hipocampo, especificamente la regién CA1l, se evalué la
marca contra 3-NT en la CA1 del hipocampo (figura 23, D, Hy L) donde se puede observar
gue la inmunorreactividad de la marca para 3-NT se incrementa en funcién de la
concentracidon administrada del AB2s-3s. Al realizar la cuantificacidon del porcentaje de area
tefiida, se puede observar el incremento de la inmunorreactividad para 3-NT en cada una
de las concentraciones utilizadas del ABs35, encontrando diferencias estadisticamente
significativas de cada uno de los grupos administrados con el AB3s3s5, a las diferentes

concentraciones respecto de su grupo control.
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Figura 22. Se muestra la cuantificacion de células inmunorreactivas a 3-NT en el septum medial. En azul los nucleos
celulares marcados con DAPI, en rojo se muestran la inmunoreactividad a 3-NT en el septum medial. Las fotomicrografias
del septum medial tienen un magnificacién de 40x. La grafica muestra los valores del porcentaje de drea tefiida tESM de
cada grupo experimental. La cuantificacion se realizé por medio del software Imaje J. (t-student,#p<0.05 y **p<0.01).
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Figura 23. Se muestra la cuantificacion de células inmunorreactivas a 3-NT en la CA1 de hipocampo. En azul los ntcleos
celulares marcados con DAPI, en rojo se muestra la inmunoreactividad a 3-NT en la regién CA1 del hipocampo. Las
fotomicrografias de la CAltienen un magnificacion de 40x. La grafica muestra los valores del porcentaje de drea tefida
+ESM de cada grupo experimental. La cuantificacidn se realizd por medio del software Image J. (t-student, **p<0.01,
*¥%¥1<0.001,#p<0.05, ##p<0.01).



IX DISCUSION

El ABi-a2 tiene la capacidad de agregarse y producir efectos citotoxicos como son
incremento de las especies reactivas de oxigeno, nitracion de proteinas, tiene la capacidad
de liberar mediadores de la inflamacidn, peroxidacion de lipidos (Bayer y cols., 2001, Neve
y cols., 2000) ademas de inducir efectos apoptéticos que se asocian a un deterioro
cognitivo. El AB;s.35 es un fragmento de 11 aminodacidos, que presenta efectos tdxicos mas
severos y en menor tiempo para ejercer un dafio citotoxico, en comparacién al péptido
completo ABi.a2 (Varadarajam y cols., 2001). El AB2s-35 tiene propiedades neurotodxicas a
altas concentraciones y neurotroficas a bajas concentraciones, ya que tiene la capacidad de
ayudar a la diferenciacién celular cuando es administrado en cultivos celulares de
hipocampo de rata (Yanquer y cols., 1990). En modelos in-vitro el AB2s-35 genera muerte

neuronal dependiente de la concentracién administrada (Resende y cols., 2007).

Nos enfocamos a estudiar el efecto de la administracién de diferentes
concentraciones del ABxs3s y su correspondiente fraccion reversa APBss-as ([100uM],
[500uM] y [ImM]), en el septum medial de ratas, sobre la memoria espacial, los niveles de

nitritos y la lipoperoxidacion.

Se ha mostrado que la inyeccidn de fragmentos del AB, cuando es administrado en
el septum medial de ratas, puede dafiar la memoria a corto plazo (Terranova y cols., 1996).
Por otra parte la administracién de diferentes péptidos del AB, en el septum medial de ratas
puede causar una hipofuncién del sistema colinérgico en la via septo-hipocampal, a
concentraciones nano molares (Abe y cols., 1994). Debido a ello decidimos evaluar la

administracion del AB2s-35 en el septum medial de ratas.

El presente trabajo demuestra que la administracidon de AB2s.35 en el septum medial,
dafia la memoria espacial, puesto que el ABs3s tiene la capacidad de generar un
desequilibrio en la homeostasis de calcio, estrés oxidativo y un proceso inflamatorio, en
conjunto estos mecanismos téxicos generan un dafio en neuronas del septum medial e

hipocampo. El septum medial es una estructura del cerebro basal anterior que regula la



excitabilidad de amplias zonas de la neocorteza e hipocampo, también participa en la
modulacion de algunos estados funcionales, como es el ritmo theta hipocampal, el cual estd
implicado directamente en algunos procesos cognitivos cerebrales, como es el aprendizaje

y la memoria (Xu y cols., 2004).

El septum medial también se ha considerado como marcapaso del ritmo theta del
hipocampo, puesto que lesiones en el septum medial eliminan completamente el ritmo
theta en animales, aun no se conoce la participaciéon directa del ritmo theta en la funcion
del sistema septo-hipocampico, pero se sugiere que agiliza el procesamiento de la
informacién por parte del hipocampo, mejorando procesos cognitivos como el aprendizaje
y la memoria, por lo cual resulta importante evaluar el papel de la via septo-hipocampal
sobre procesos de aprendizaje y memoria. Para evaluar el dafio en el aprendizaje y la

memoria se utilizd una tarea en el laberinto acuatico de Morris.

Hay datos que dan la pauta a pensar que el deterioro que podria tener el AB2s-35 en
la adquisicién y la memoria espacial podrian ser dependientes de la concentracion, como
los que se reportan en modelos in-vitro, sin embargo, en nuestros resultados no se observa
estrictamente un dafio que sea dependiente de la concentracién, esto posiblemente se
debe a que en los experimentos in-vitro solo se evalian parametros en forma unitaria, sin
embargo el proceso de memoria espacial depende de muchos factores, ademas de que en

los modelos in-vitro las condiciones son constantes.

Si bien no se observd un efecto que fuera dependiente de la concentracién sobre el
aprendizaje, se observa que el AB2s35 no genera disminucién del proceso de adquisicién
durante la prueba de aprendizaje, a ninguna de las tres concentraciones administradas
([100uM], [500uM] vy [ImM], lo que indica que los diferentes grupos experimentales
adquieren de manera correcta la informacién (figura 18A). Sin embargo durante la
recuperacién de la informacidn, el AB2s-35, generd un aumento en el tiempo de latencia al
primer cruce durante la prueba de memoria conforme aumenta la concentracién del
péptido, ABzs3s [100uM] 141%, AB2s-35 [S00uM] 216% y AB2s-3s [ImM] 202% cada uno

respecto de su grupo control (figura 18B), encontrando diferencia estadisticamente



significativa entre los grupos ABss-2s[ImM] vs ABzs-35 [ImM)], lo cual indica que el grupo
administrado con AB2s-35 [ImM)] invierte mas tiempo en cruzar por donde se encontraba la
plataforma de escape (figura 18B). Se puede observar que los grupos administrados con
AB25-35[100uM] y [500uM] tienen un mayor tiempo de latencia, respecto a su control
administrados con la fraccidn reversa, lo que nos da clara evidencia del dafio bioquimico y

retardo cognitivo.

Otros parametros que apoyan al mencionar que existe un dafio en la recuperacién
de la informacion, son el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco y el nimero de
cruces por el lugar de la plataforma, donde se puede observar que los animales que fueron
administrados con ABjs.35 reducen su tiempo de permanencia conforme aumenta la
concentracion del péptido administrada, asi también para el nimero de cruces por el lugar
de la plataforma (figura 18.1 C) y D)). Tal dafo no es total puesto que los animales tienden
a disminuir sus tiempos de latencia conforme avanzan los ensayos, este hecho puede
deberse a que no solamente una estructura estd implicada en procesos de aprendizaje y
memoria, los animales hacen uso de otras estructuras cerebrales para compensar el dafio.
El ABas3s ocasiona que los animales sean incapaces para ubicarse espacialmente en el
laberinto acudtico y al mismo tiempo asociar las sefiales tanto intra como extralaberinticas
para localizar la plataforma de escape, es decir los animales pierden la habilidad de recordar

atributos o caracteristicas del espacio.

El dafio observado en los sujetos de experimentacion, durante la recuperacion de la
informacidn, pudiese explicarse en base al mecanismo de toxicidad del AB;s-35y al sitio de
lesidon. Dicho péptido, puede interaccionar directamente con los receptores a glutamato de
tipo ionotrépico NMDA, lo que promueve la entrada masiva de calcio, ademas de insertarse
en la membrana lipidica celular y ocasionar poros permeables a Ca%*. Debido a la entrada
masiva de Ca?*, la célula entra en un proceso de excitotoxicidad, tal evento es acompafiado
de un incremento de ERO, la disfuncién mitocondrial y la disminucién de sistema
antioxidante (Guo LL y cols., 2013). Por otra parte el calcio activa proteinas dependientes
de él, como la calcio calmodulina Il que al unirse a la nNOS promueve sintesis de éxido

nitrico (NO), la sintesis de NO se incrementa por la activacion de la iNOS, manteniendo los



niveles de éxido nitrico aumentados y favoreciendo la formacidon de ERN. La interaccién
entre ERO (O27) y ERN (NO) resultan en la formacion del peroxinitrito (ONOO-) una especie
sumamente reactiva capaz de provocar la nitracién de proteinas y provocar la oxidacion
lipidica (Moncada y Bolafios, 2006). Todos estos eventos tdxicos conllevan a una

neurodegeneracién que finalmente concluye con la muerte neuronal.

Otro de los parametros que aportan informacién sobre la prueba de retencién de la
informacioén, fue trazar las trayectorias de navegacién que presentaron los sujetos de
experimentacidn, que aportan informacion de cdmo los animales de experimentacion
adquieren el conocimiento sobre la localizacién de la plataforma de escape, del tal manera
que forman una trayectoria de nado cada vez mas localizada y corta (figura 19). Al iniciar la
prueba de aprendizaje (dia 1), el comportamiento de todos los animales de
experimentacion de todos los grupos fue muy parecido ya que al encontrarse en un entorno
novedoso, su instinto los hace explorarlo, por lo que su nado fue totalmente periférico, en
el quinto dia de aprendizaje, se puede observar que los animales administrados con las
diferentes concentraciones de la fraccidon reversa del AR (ABss-2s) [100uM], [500uM] y
[ImM)], adquirieron la informacién que se les presentaba a través de los ensayos dando
como resultado trayectorias de navegacidn mas cortas y localizadas hacia el punto donde
se localizaba la plataforma de escape (figura 19, punto rojo). Por otra parte, los animales
que fueron administrados con el AB2s-3sa las diferentes concentraciones, [100uM], [500pM]
y [ImM], aun que de igual forma en estos grupos estaban teniendo una integracién de la
informacién, dicho proceso se estaba llevando de forma diferente, pues aunque localizaban
la plataforma de escape, su trayectoria de nado era dispersa, en el ultimo de dia de

aprendizaje (dia 5).

Al analizar la trayectoria de nado que representa el dia de la evaluacién de la
memoria, se puede observar como los grupos administrados con ABs.35 a las diferentes
concentraciones, [100uM], [500uM] y [ImM], presentan una trayectoria de nado errdnea,
respecto de los grupos administrados con la fraccion reversa del AB (ABs3s-2s), los grupos

administrados con el AB2s.35 exploran con mayor frecuencia los cuadrantes opuestos al



cuadrante donde se localizaba la plataforma de escape, lo cual evidencia un déficit para

recuperar la informacion adquirida en dias previos.

Se sabe que el ABzs-3sincrementa las concentraciones de glutamato a nivel sinaptico,
por la inhibicion de las proteinas de recaptura localizadas en la pre-sinapsis y en los
astrocitos, ademas sobre estimula a los receptores NMDA, lo cual ocasiona excitotoxicidad
al incrementar las concentraciones de calcio intracelular, activando diversa enzimas como
la sintasa de oOxido nitrico neuronal e inducible (Stepanichev y cols., 2008), la sobre
activacion de estas enzimas llevan a una sobre produccion de dxido nitrico. Por otra parte,
el NO a concentraciones menor a 1uM, tiene efectos tréficos en muchos organismos, a nivel
del sistema nervioso central participa en diversos procesos como la neurotransmision,
proliferacién, diferenciacion y sinaptogénesis (Ciani y cols., 2006). Por lo contrario
concentraciones mayores a 1uM tiene efectos toxicos, ya que tiene la capacidad de inhibir
al complejo | y IV mitocondrial e incrementar los niveles especies reactivas de oxigeno
(Perez-Severiano y cols., 2004, Limén y cols., 2009, Diaz y cols., 2011). Tomando en cuenta
estos antecedentes, el siguiente paso en este estudio, fue evaluar los niveles de 6xido
nitrico mediante la cuantificacién de los niveles de nitritos, esta medicién nos permite
predecir los niveles de éxido nitrico, puesto que los nitritos son un metabolito del NO. Las
determinaciones de los niveles de nitritos se realizaron en tres areas, septum medial,
hipocampo y corteza frontal. En las cuales se encontré un incremento de los grupos
administrados con el ABzs-35, se puede observar que dicho incremento es dependiente de
la concentracion de AB2s.35 con respecto a los grupos controles, que fueron administrados

con la fraccion reversa del AB (figura 20).

El AB2s-35s puede aumentar la concentracién de especies reactivas de oxigeno, en
especial al ion superodxido, el cual puede interaccionar con el NO y formar peroxinitrito
(ONOO") una de las moléculas con mayor reactividad en el proceso pro-oxidante (Shen y
cols., 2002). El peroxinitrito es un radical libre altamente téxico, aun en fraccién de
segundos puede aumentar el proceso de nitracion de proteinas y enzimas (Halliwell, 2006),

asi como incrementar la peroxidacién de lipidos y en consecuencia activa procesos pro-



apoptoticos que llevan a la muerte neuronal, la cual se refleja en un dafio en la memoria de

corto y largo plazo (Stepanichev, 2003).

Otro objetivo a cumplir en este trabajo fue analizar si las alteraciones que
encontramos hasta el momento podian deberse a un incremento del estrés oxidativo, de
esta manera se cuantifico un marcador importante, los niveles de MDA que es el metabolito
mas representativo de un evento de lipoperoxidacién, los nucleos empleados fueron
septum medial, hipocampo y corteza frontal, todos ellos, asociados a procesos de
aprendizaje y memoria. El AB2s.35 fue administrado en el septum medial, observando que
dichos niveles se incrementan conforme incrementa la concentracién del péptido
administrado en los animales con AB2s.35 con respecto a sus grupos controles administrados
con la fraccion reversa del péptido (figura 21 A). El septum medial envia sus proyecciones
al hipocampo, principalmente a la regién CA1, por ello también se cuantificaron los niveles
de MDA en hipocampo, observando un incremento solo con la mas alta concentracion de
AB2s.35 ([1mM]) respecto de los grupos controles (figura 21B), también se encontré un
incremento en la corteza frontal, sin embargo en menor medida (figura 21C). Estos
resultados concuerdan con lo realizado por Ortega y cols., 2014, donde tras al administrar
al AB2s.35, en laregién CA1 del hipocampo, puede incrementar la concentracidn de especies
reactivas de oxigeno y la lipoperoxidacion con respecto al tiempo. Un incremento de las
especies reactivas de oxigeno altera la doble membrana lipidica, es decir, los radicales libres
interaccionan con los lipidos, por lo que se modifica su estructura y en consecuencia existe
un desacople de la membrana, resultado que da origen a una discontinuidad y un aumento

de la susceptibilidad de la célula.

La disfuncién en el metabolismo del NO, la oxidacién de lipidos y los eventos de
toxicidad que estas moléculas pueden desencadenar, se han vinculado con procesos de
neurodegeracién (Stack y cols., 2008). Diversos autores han estudiado los efectos del NO
en modelos de neurodegeneracidn, puesto que altas cantidades de nitritos pueden ser una
fuente de daino que promueve estrés nitrosativo favoreciendo la nitracion de proteinas y
dafio neuronal repercutiendo en un déficit en la memoria. Evaluamos la presencia de 3-

nitrotirosina encontrando un incremento de la inmunorreactividad para la marca contra



proteinas nitradas en cada uno de los grupos administrados con las diferentes
concentraciones de AB;s.3s respecto de sus grupos controles, tanto en el sitio de lesidn, que
fue el septum medial como en la region CA1 del hipocampo, observando el mayor
incremento de 3-NT en el grupo administrado con Afas3s[1 mM], sin embargo en
hipocampo los niveles de nitracion de proteinas son mas elevados que en el sitio de lesion.
Es importante mencionar que la lesidn con AB2s3s en el septum medial ocasiono un
incremento de los niveles de NO, y MDA en el hipocampo y corteza frontal (figura 20 y 21),
debido probablemente a la difusion del AB2s-35 (300 micras) (Triulzi y cols., 2008) y del NO
(540 micras), los cuales al difundirse activarian probablemente cascadas de dano que

conducen a la muerte neuronal (Markesbery, 1997).

En trabajos anteriores en el laboratorio de Neurofarmacologia, al realizar un
escaneo de diferentes concentraciones de AB2s.3s administrada en la region CAl del
hipocampo y evaluar aprendizaje y memoria, se demostrd que el ABzs-35 es capaz de
disminuir el proceso de recuperacion de la informacidn, sin embargo dicha disminucién no
es dependiente de la concentracién administrada de AB3s.35, sin embargo al administrar la
fraccién AB2s-35 en el septum medial, encontramos que existe un dafno en la recuperacion
de la informaciéon y que dicho dafio se correlaciona con la concentracién de ABjs-ss
administrada. Se ha descrito que el hipocampo es una region altamente susceptible a los
efectos citotoxicos del AP, sin embargo el septum medial expresa proteinas como
parvalbumina que tienen la capacidad de secuestrar calcio, por lo tanto dichas proteinas
pueden estar jugando un papel importante al proteger de los efectos téxicos del AP

(Harkany y cols., 1995).
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Figura 24. Mecanismo hipotético de la toxicidad del ABas.3s. El péptido AB2s3s es capaz de interaccionar y activar al
receptor NMDA, insertarse ala membranay formar poros, eventos que traen como consecuencia la entrada descontrolada
de calcio, el calcio activa enzimas como la sintasa de dxido nitrico, incrementando la sintesis de NO-. El NO- puede
interaccionar con el ion 02 para formar ONOO-, este radical puede nitrar proteinas, oxidar lipidos a nivel de membrana
y causar estrés oxidativo. Estos mecanismos toxicos llevan a la muerte neuronal, lo cual repercute en un deterioro de los
procesos cognitivos. Al incrementar la concentracidn del AB»s35 todos estos efectos tdxicos se incrementan ocasionando
un mayor dafio neuronal y un mayor deterioro cognitivo.



X CONCLUSIONES

La administracion del ABa2s.3s en el septum medial dafia la memoria de tipo
espacial, de manera concentracion dependiente.

La administracion del AB2s-35a concentracidon de 1 mM provoco el mayor
deterioro de la memoria espacial.

El AB2s-35 provoco un aumento de los niveles de NO, de manera
concentracion dependiente en SM, Hip y CTF, 30 dias después de la lesion.
El AB2s-35incremento los niveles de MDA de manera concentracion
dependiente en SM, Hip y CTF, 30 dias después de la lesion.

La administracion de AB2s-35 incrementa la nitracion de proteinas en

septum e hipocampo con respecto a la concentracion.
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Dependently concentration effects of Amyloid-beta (25-35) peptide on oxidative stress
in septal-hippocampal pathway of rats

Limon ID., Baez Cordero Al, Patricio Martinez Al, Martinez Mendieta L2 Sanchez Cano F.

!Laboratorio of Neuropharmacology, School of Chemistry BUAP. 2Inst. Cajal, Ctr. De
investigacion biomédica en red sobre enfermedades neurodegenerativas, Consejo Superior
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Astrac:

The amyloid-beta (25-35) fraction (ABgs.35) impairs short and long-term memory in rats, similarly to full length
amyloid-beta peptide. Moreover, ABs.ss5) causes a loss of the cholinergic phenotype of septal neurons without neuronal cell
death in medial septum (MS). Therefore the functionality of the septal-hippocampal regions may be crucial for memory process.
In this study, we have investigated the effects of three different ABs.3s concentrations administered into the medial septum
(MS) of rats on spatial memory and nitrosative stress in MS, hippocampus (Hp) and frontal cortex (FCx). For this purpose,
male Wistar rats were administered unilaterally with AB,s.3s at one of the following concentrations [100 pM], [500 uM] and [1
mM] by stereotaxic surgery. Fourteen days after spatial learning was tested in Water maze for 5 consecutive days, and one
week later spatial memory was tested during one day of evaluation. At the end of behavioral testing, animals were sacrificed
to get the brain and dissect MS, Hp and FCx. In these areas of the brain the following oxidative markers was investigated:
Nitric oxide (NO), lipoperoxidation (LPO) by colorimetric methods and nitration of proteins (3-NT) by immunohistochemistry.
We found that spatial memory impairments in ABzs.ss- treated group was concentration dependent, where the higher
concentration of AB,s.35 [LmM] causes a significant deficit in the spatial memory respect to control group. Meanwhile [100uM]
AB2s.35 did not impairs the spatial memory of rats. These effect could be due to of that AB,s.3s [LmM] increases NO and LPO
levels, accompanied of higher 3-NT immunorreactivity in MS and Hp respect to animals that received lower doses of Ays.35 or
control group. These results indicate that AB,s.3s causes nitrosative stress and impairs spatial memory of rats in a concentration-

dependent manner.



