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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la mas comun de las demencias, se
caracteriza por un declive progresivo de la memoria y otras funciones cognitivas.
Las investigaciones para entender como ocurre el deterioro de la memoria en este
proceso neurodegenerativo son extensas y han generado diferentes propuestas de
posibles mecanismos que incluyen multiples factores; estrés oxidativo, disfuncion
sinaptica y muerte neuronal por oligdmeros téxicos del péptido B-amiloide,
excitotoxicidad por fallas en la recaptacion de glutamato, taupatias,
neuroinflamacién y de manera muy importante se propone la hiperexcitabilidad
ocasionada por la disminucién o pérdida de la funcion inhibitoria. Dentro del
funcionamiento sinéptico del tejido cerebral, la modulacién entre los sistemas de
excitacion-inhibicién tiene un papel fundamental, ya que las alteraciones de dicha
regulacion, pueden desencadenar cambios en las funciones cognitivas y motoras.
Debido a lo anterior, el objetivo de este estudio se centrd en caracterizar posibles
cambios en la densidad de las células, que sintetizan y sefializan a partir del acido
y-amino butirico (GABA), interneuronas inhibitorias GABAérgicas (IG). Para lo cual,
se emplearon ratones transgénicos 3xTg-AD, que han sido utilizados como modelos
de la patologia tipo Alzheimer, a las edades de 12 meses (12m) y 18 meses (18m).
Se cuantifico la densidad de IG positivas a somatostatina (SOM®) y la densidad de
IG positivas a la enzima glutamato descarboxilasa (GAD®"*) en el Subiculum (Sub)
en 3 estratos del hipocampo de la regién CAL, en el estrato Oriens (EO), estrato
Pyramidalis (EP) y estrato Radiatum (ER). Estas regiones cerebrales estan
involucradas con la memoria y en donde se ha observado que el fracaso de la
inhibicion GABAérgica puede producir hiperexcitabilidad en la EA. Los resultados
mostraron reducciones significativas del nimero de IG SOM* alos 12my 18m en el
area CAl, especificamente en el EO y en el area del Sub. También se encontré una
disminucién en el nimero de IG SOM* entre las edades (NoTg-12m vs NoTg-18m
y 3XTg-AD-12m vs 3xTg-AD-18), en el EO, en el CA1l total y en el Sub.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, interneuronas, GABA, somatostatina,

inhibicion singptica.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common of the dementias, characterized by a
progressive decline in memory and other cognitive functions. Research to
understand how memory impairment occurs in this neurodegenerative process is
extensive and has generated different proposals for possible mechanisms that
include multiple factors; oxidative stress, synaptic dysfunction and neuronal death
due to toxic oligomers of the B-amyloid peptide, excitotoxicity due to glutamate
reuptake failures, taupathy, neuroinflammation and the significant hyperexcitability
caused by the decrease and loss of inhibitory function is highly proposed. Within the
synaptic functioning of brain tissue, modulation between excitation-inhibition
systems has a fundamental role, since alterations in said regulation can trigger
changes in cognitive and motor functions. Due to the above, the objective of this
study focused on characterizing possible changes in the density of cells, which
synthesize and signal GABAergic inhibitory interneurons (IG) from y-amino butyric
acid (GABA). We were used 3xTg-AD transgenic mice, which have been used as
models of Alzheimer's-like pathology, at the ages of 12 months (12m) and 18 months
(18m). The density of somatostatin positive 1Gs (SOM+) and the density of positive
IGs for the enzyme glutamate decarboxylase (GAD67+) were quantified in the
Subiculum (Sub) in 3 strata of the hippocampus of the CA1 region, in the Oriens
stratum (EO), Pyramidalis stratum (EP) and Radiatum startum (ER). These brain
regions are involved with memory and where it has been observed that the failure of
GABAergic inhibition can produce hyperexcitability in AD. The results showed
significant reductions in the number of IG SOM+ at 12m and 18m in the CA1l area,
specifically in the EO and in the Sub area. A decrease in the number of IG SOM+
was also found between the ages (NoTg-12m vs NoTg-18m and 3xTg-AD-12m vs
3xTg-AD-18), in the EQO, in the total CA1 and in the Sub

Key words: Alzheimer's disease, interneurons, GABA, somatostatin, synaptic

inhibition.
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Introduccion
La regulacion de la funcién sinaptica y la excitabilidad neuronal es importante para

las funciones del cerebro, es un mecanismo orquestado por la co-activacion de
neuronas excitatorias e inhibitorias, cuya alteracion puede desencadenar cambios
a nivel cognitivo y motor. La desregulacion del sistema excitatorio esta asociado con
desordenes psiquiatricos como epilepsia, esquizofrenia, y algunos tipos de
demencia sobresalientes como el Parkinson y la Enfermedad de Alzheimer (EA)
(Fuhrer et al., 2017; Shetty y Bates, 2016). La EA, es la patologia mas comun de las
demencias, se caracteriza por un declive progresivo de la memoria y otras funciones
cognitivas, asociadas a lesiones neuropatoldgicas que incluyen la formacién de
placas causadas por la deposicion del péptido B-amiloide (BA) y marafas
neurofibrilares (MNF) ocasionadas por la hiperfosforilaciéon anormal de la proteina

tau.

El deterioro de la memoria ha dado lugar a extensas investigaciones que abordan
diferentes mecanismos, desde la induccion de toxicidad por la acumulacién
andémala de BA que se ha relacionado con la muerte neuronal, la falla sinaptica, el
estrés oxidativo, la disfuncion de la proteina tau, el estado neuroinflamatorio y la
excitotoxicidad por glutamato, aunado a la hiperexcitabilidad por falla en la inhibicién
GABAérgica (Barrow y Small, 2007; Jo et al., 2014). Estas alteraciones en la red
neuronal se han observado en pacientes y en modelos de experimentacion
animales, por lo que se postul6 la hipotesis de que la actividad excitatoria aberrante
ocurre por aumento en la transmision glutamatérgica, exacerbando asi la
patogénesis de la EA. Debido a lo anterior, la alteracion inhibitoria de las redes
neuronales se ha propuesto como posible evento causal en la patogénesis
temprana de la EA (Hijazi et al., 2019; Villette y Dutar, 2017). El acido y-amino
butirico (GABA) tiene un rol importante en la modulacién de la excitabilidad neuronal
y actia como el principal neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central
(SNC), en células neuronales integradoras, llamadas interneuronas GABAérgicas
(IG), que se apoyan del GABA y algunos péptidos como la somatostantina (SOM),
la parvalbumina (PV), y el neuropéptido Y (NPY) para realizar su funcion

fundamental que es, regular la excitacién del tejido nervioso (Fuhrer et al., 2017;



Palop y Mucke, 2016). Las interneuronas tienen un rol significativo en la regulacion
de los niveles de activacion del hipocampo, ya que los procesos de aprendizaje y
memoria requieren un balance de excitacion/inhibicion en la actividad neuronal
(Shetty y Bates, 2016).

Por lo anterior, en esta investigacion se propuso la hipétesis de que las alteraciones
sinapticas de la formacién hipocampal (FH) estan dadas por la disminucién de
marcadores de inhibicion de IG, para probarlo utilizamos el modelo de ratén
transgénico para la EA (3xTg-AD) que imita el déficit conductual asociado a la
memoria y el proceso temporal y espacial de la patologia, generando en el cerebro
las marcas histopatoldgicas clasicas de la enfermedad como amiloidosis, taupatia y
patrones inflamatorios, debido a la sobreexpresion del gen de presenilina 1
(PS1M146V), la proteina precursora amiloide (APPswe) y la proteina asociada a
microtubulos tau (tauP3001). En este modelo, se evalu6 en hembras de 12 meses
(12m) y 18 meses (18m) de edad la cantidad de IG positivas para SOM (SOM*) y la
cantidad de IG positivas para glutamato descarboxilasa (GAD®"*) en la FH, dividida
en: Subiculum (Sub) y en 3 estratos del hipocampo de la region CA1 estrato Oriens
(EO), estrato Pyramidalis (EP) y estrato Radiatum (ER). Los resultados mostraron
reducciones significativas del numero de IG SOM" entre las dos edades y entre cada
estrato con respecto a los controles. Asi, alos 18m, en el EO, CALl total y en el Sub,

mientras que a los 12m solo se encontraron cambios en el EO y en el Sub.

Este trabajo contribuye a la caracterizacion del modelo 3xTg-AD, sobre parte del
sistema inhibitorio representado por las IG, SOM y la enzima GAD®’. Los resultados
obtenidos aqui son similares a los encontrados en el cerebro humano con
Alzheimer. Los datos abundan y proponen nuevas estrategias de estudio para
futuras investigaciones acerca de los mecanismos celulares involucrados sobre la
SOM vy su funcion con relacion a procesos de aprendizaje y memoria en este

modelo.
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Antecedentes

Demenciay EA
La prevalencia de demencia en el mundo es tan alta que alcanza una cifra de 24

millones de personas y se espera que para el 2050 esta cifra se cuadruplique, la
demencia produce un deterioro progresivo en la cognicion, la funcion y el
comportamiento (Reitz y Mayeux, 2014). Segun la Organizacion Mundial de la Salud
la demencia es una de las principales causas de dependencia y discapacidad en
adultos mayores. La EA es considerada la forma de demencia mas comun,
responsable del 90% de los casos (Montoliu-Gaya y Villegas, 2015). La EA es una
patologia de tipo neurodegenerativo e irreversible y los sintomas son representados
por un declive cognitivo, perdida de la memoria, confusion, problemas con la lectura,
escritura y para hablar (Calcul et al., 2012). En México, la prevalencia de la EA es
del 7.3% vy la incidencia de 27.3 por cada 1000 personas/afio. Ademas, las
proyecciones estiman que para el afio 2050 habra 3.5 millones de adultos mayores
afectados por la EA (Gutierrez-Robledo y Arrieta-Cruz, 2015).

Existen dos formas reconocidas de la EA, familiar y esporadica, en el primer
caso es causada por factores genéticos y se caracteriza por la aparicion temprana
antes de los 60 afos, se presenta del 1% - 5% del total de casos patolégicos.
Mientras que la forma esporadica es la mas frecuente, se presenta en el 95% de los
casos Y la etiologia aln es desconocida pero tiene implicaciones epigenéticas y se
caracteriza por la aparicion después de los 60 afios (Chouraki y Seshadri, 2014;
Reitz y Mayeux, 2014).

La EA fue descrita hace mas de 100 afios (Fargo y Bleiler, 2014), por el
médico aleman Aloysius Alzheimer quien especificé en 1906, en un reporte, los
cambios histomorfoldgicos en el cerebro de su paciente Auguste Deter de 51 afios,
quien presento6 un raro caso de enfermedad psiquiatrica (Strassnig y Ganguli, 2005).
Estas alteraciones morfologicas fueron descritas como placas neuriticas formadas
por el péptido BA y la agregacion de marafias neurofibrilares (MNF) compuestas por
la proteina tau hiperfosforilada (Fig. 1A).

De manera macroscopica, existe atrofia simétrica y difusa en los giros
cerebrales (I6bulos temporales, parietales y occipitales), los surcos presentan

mayor profundidad y los ventriculos se encuentran dilatados 13(Llibre Rodriguez y
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Guerra Hernandez, 2002) (Fig.1B). De manera microscopica las alteraciones
observadas estan asociados a diversas regiones del cerebro como la corteza
cerebral, corteza entorrinal, hipocampo, estriado ventral y cerebro anterior basal,
estas alteraciones son la formacion de placas BA, formacion de marafias
neurofibrilares (MNFs) causadas por la hiperfosforilacion y truncamiento de la
proteina tau, pérdida sinaptica, muerte neuronal, estrés oxidativo, astrogliosis y
activacion de microglia la cual produce inflamacion (Barrow y Small, 2007; Desai et
al., 2009; Hardy y Selkoe, 2002). A partir de multiples estudios realizados para
descubrir la etiopatologia de la EA, surge una nueva teoria denominada como
“hipotesis de la cascada amiloide” propuesta por Hardy y Higgins en 1992 en la que
asumen que la deposicion de la proteina BA en forma de placas, es el agente causal
y principal disparador de otros elementos de la patologia como la pérdida neuronal,

el dafo vascular y las alteraciones de la proteina tau que promueven la

Figura 1. Lesiones histopatolégicas de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro. En A, se
observan las placas BA amorfas con neuritas distréficas (flechas rojas), abajo, las marafas
neurofibrilares (flecha verde) de una neurona y en la imagen con inmunofluorecencia (flecha blanca),
se indica una placa BA en rojo y en verde microglia. En B, imagenes de un cerebro con alteraciones
macroscopicas de un paciente con EA a la derecha y a la izquierda un cerebro de un paciente sin
alteraciones neurodegenerativas (Tomado de O’Brien y Wong, 2011).
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Péptido BA
El péptido BA es un metabolito soluble de 4kDa, el cual es generado mediante el

metabolismo de la proteina precursora amiloide (APP). En condiciones normales se
ha visto que la APP tiene funciones importantes como en estadios tempranos de
desarrollo donde se encarga de decidir el destino neuronal, hasta el establecimiento
de sinapsis funcionales y el mantenimiento de la arquitectura neuronal (Nicolas y
Hassan, 2014). El metabolismo proteolitico de la APP se produce a través del
complejo de las enzimas secretasas a, B y y (Hardy y Selkoe, 2002).

Hay dos vias de procesamiento para la APP, la via no amiloidogenica y la
amiloidogénica; la primera, es llevada a cabo por la a y y-secretasa y la segunda,
por la escision de la B y y secretasas (Montoliu-Gaya y Villegas, 2015) (Fig.2A-B).
Las formas de BA mas comunes presentes en la EA, estan conformadas por 40
(BA40) y 42 (BA42) residuos aminoacidicos, siendo BAs42 la mas abundante en
condiciones patoldgicas debido a que tiende a agregarse con mayor facilidad
(Karran et al., 2011; Walsh y Selkoe, 2007).
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Figura 2. Procesamiento proteolitico de la proteina precursora de amiloide, APP. En A, La via
no amiloidogénica (normal) por la escision de la APP mediante la enzima a-secretasa que inicia el
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procesamiento no amiloide seguido del corte de la y secretasa. En B, El procesamiento anormal,
amiloidogénico de la APP que implica la escisibn mediada por la 3-secretasa seguido por el de la
y-secretasa Modificado de Nicolas y Hassan, 2014.

La forma de placa es la ultima version de los agregados BA, ya que también se
pueden encontrar en mondémeros, fibrillas, protofibras, ligandos difusibles derivados
de BA (LDDBAs) y oligbmeros solubles. Siendo los oligdbmeros solubles
considerados la especie mas toxica y causante de la amiloidosis en la EA (Miller et
al., 2010). En un trabajo de Lei y colaboradores (2016), se demostré que los
oligobmeros de BA eran los responsables de la excitotoxicidad causada por un
aumento de glutamato dado por la falla en la recaptura y también por una
disminucion del tono GABAérgico. De la misma manera Busche y colaboradores
(2008) encontraron que al administrar localmente diazepam y benzodiacepinas en
ratones doble transgénico APP23XPS45, los efectos de hiperactividad neuronal
dados por BA se reducen, ya que aumentan la probabilidad de apertura de los
canales ionotrépicos del receptor GABAérgico.

Alzheimer y GABA
La regulacion de la excitabilidad neuronal es importante para las funciones del

cerebro, un aspecto fundamental de la funcion sinptica es la co-activaciéon de
neuronas excitatorias e inhibitorias. Una alteracion en cualquiera de estos sistemas,
puede desencadenar cambios en funciones cognitivas y motoras.

Con estudios inmunocitoquimicos se ha demostrado la disminucién de terminales
perisomaticas GABAérgicas tanto en pacientes con EA, como en ratones
transgénicos APP/PS1, especialmente en neuronas corticales adyacentes a las
placas BA (Li et al., 2016).

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central de
los mamiferos, fue descubierto en 1950 por Roberts y Awapara (Spiering, 2018). Su
sintesis se lleva a cabo a través de la descarboxilacion de glutamato catalizado por
la enzima glutamato descarboxilasa (GAD); existen dos isoformas de GAD
codificadas por dos genes diferentes, GAD2 (GAD®) y GAD: (GAD®’), estas dos
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isoformas presentan diferencias en cuanto a la localizacién celular, la funcion, las
propiedades reguladoras y las interacciones de cofactores (Buddhala et al., 2009).
El efecto inhibitorio de GABA se estimula a través de tres tipos distintos de
subfamilias de receptores GABAa, GABAs y GABAc. Estos receptores se dividen en
ionotrépicos (GABAay GABACc) y metabotropicos (GABAB) (Li et al., 2016). Estudios
post mortem en pacientes con EA, muestran una disminucion de la expresion del
receptor GABAAa en regiones corticales (Kiss et al., 2016). Por otro lado, el uso de
pentobarbital, un farmaco barbitdrico, en ratones knock in para apoE4 funciona
como un potenciador de la actividad del receptor GABAa, aumentando el tono
inhibitorio y recuperando de manera aguda los déficits de neurogénesis del
hipocampo, lo que previene el deterioro de las interneuronas y por lo tanto la pérdida

de fenotipos conductuales como el aprendizaje y la memoria (Tong et al., 2016).

Interneuronas GABAEérgicas
Como se menciond al principio la accién y efecto del neurotransmisor GABA es

llevado a cabo por las IG. La gran diversidad de IG son clasificadas de acuerdo a
las propiedades moleculares del neurotransmisor que sintetizan, que pueden ser
proteinas de union a calcio como calbindina (CB), parvalbumina (PV) y calretinina
(CR), o pueden ser neuropéptidos moduladores como somatostatina (SOM),
neuropéptido Y (NPY), colecistoquinina (CCK), péptido intestinal vasoactivo (VIP) y
oxido nitrico (NO). No todas se expresan en las mismas neuronas y tampoco actian
en el mismo sitio, pero en la mayor parte de los casos pueden llegar a expresarse
de manera colocalizada (Kepecs y Fishell, 2014; Maccaferri y Lacaille, 2003; McBain
y Fisahn, 2001).

Las neuropatologias como la EA, Huntington, Parkinson y epilepsia del I6bulo
temporal, tiene en comun la alteracion de la transmision GABAérgica dependiente
de SOM (Csaba y Dournaud, 2001). En el trabajo realizado en humanos, por Nilsson
y colaboradores (2001), se muestra que los niveles de SOM en el liquido
cefalorraquideo estan disminuidos en personas que padecen la EA. En el 2006,
Ramos y colaboradores, encontraron una disminucion en la densidad de

interneuronas SOM y NPY en la region hipocampal (EO y E. lacunosum-
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moleculare), ademas de una relacién negativa de los niveles de interneuronas SOM
y NPY en zonas cerebrales donde aumentan paulatinamente los niveles de BA en
dos modelos de raton transgénico para la EA, uno para PS1 y otro para PS1xAPP.
Esta disminucion de interneuronas SOM y un aumento de BA tiene sentido, ya que
las interneuronas SOM tienen participacion sobre la actividad de neprilisina, una
metaloproteasa que se encarga de degradar al péptido BA de forma natural; esto
fue demostrado en cultivos celulares tratados con BA por Saito y colaboradores
(2005), en donde al administrar somatostatina la actividad de neprilisina aumenta y

los niveles de BA disminuyen.

Somatostatina
La SOM es un tetradecapéptido ciclico ampliamente expresado por una variedad de

sistemas como el nervioso, el inmune y el circulatorio, asi como en el tracto
gastrointestinal y pancreas (Pawlikowski y Meten-Mucha, 2004). Este péptido
ciclico, fue descubierto en 1973, en el extracto del hipotadlamo de oveja (Martin et
al., 2007). Se sabe que ejerce un amplio rango de acciones bioldgicas, que incluyen
la inhibicién de la hormona del crecimiento, insulina, glucagon y gastrina (Epelbaum
et al.,, 2009). En el cerebro, la SOM actia como un neuropéptido modulador e
inhibidor que colocaliza con GABA (Lin y Sibille, 2013). La SOM se encuentra en
dos formas, una de 14 residuos (SOMi4) y otra de 28 residuos (SOMzs)
aminoacidicos, ambas derivan del precursor pre-pro-somatostatina. La SOMi4 se
produce principalmente en el SNC y en otros érganos periféricos, en cambio la
SOMzs se produce en la mucosa de las células epiteliales a lo largo del tracto
gastrointestinal (Adriaensen et al., 2009; Tostivint et al., 2008).

La accion biolégica de SOM es mediada por un grupo de seis receptores
acoplados a proteina G, y los cuales son codificados por cinco genes sstl-sst5, el
receptor sst2 se encuentra en dos diferentes variantes sst2A y sst2B con diferencias
en el extremo C-terminal (Jacobs y Schulz, 2008).

En el SNC, las IG SOM se encuentran en altas densidades y dan lugar a una
extensa red de fibras y axones terminales en numerosas regiones del cerebro

incluyendo la corteza cerebral, hipocampo, amigdala, hipotalamo, en el tronco
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encefalico y en la médula espinal (Burgos-Ramos et al., 2008; Csaba y Dournaud,
2001). La SOM se encuentra en dos tipos celulares, interneuronas de proyeccién
larga e interneuronas de proyeccion corta, que actian dentro de microcircuitos
(Viollet et al., 2008). Las acciones y/o efectos de SOM estan implicadas en las
funciones motoras, sensoriales, cognitivas y autobnomas, dentro de estas diferentes
actividades puede actuar de diferente forma como neurohormona, neurotransmisor,
neuromodulador, o como factor local que actia a través de mecanismos autocrinos

o paracrinos (Cervia y Bagnoli, 2007).

Glutamato Descarboxilasa
La GAD, es una enzima que cataliza la descarboxilacion del glutamato a GABA y

CO2. En mamiferos la GAD existe en dos isoformas de pesos moleculares de 65y
67kDa, codificados por los genes GAD:1 y GAD2, en los cromosomas 4 y 10,
respectivamente. Estas isoenzimas se asemejan en su estructura primaria, excepto
por la heterogeneidad significativa encontrada en los 100 residuos N-terminales, lo
gue sugiere ciertas diferencias en la localizacion y funcién celular.

Ambos genes se expresan en el cerebro cuando el GABA es utilizado como
neurotransmisor. Tanto GAD® como GAD® son regulados de manera
postraduccional por el pyridoxal 5’-phosphate (PP), y GAD se activa posteriormente
por su vinculacion a éste (Chen et al., 2003). La mayor parte de GAD®’ esta unida
a PP en todo momento, mientras que GAD® se une a PP en eventos donde se
necesita GABA para la neurotransmision.

Por otro lado, la homologia entre las enzimas GAD®’ y GAD® es de 71%,
especialmente en el cofactor de union y los dominios C-terminal. La GAD®’ es
constitutivamente activa y produce mas del 90% de GABA en el SNC, ademas es
regulada por la actividad neuronal. Se ha observado una alteracion de la actividad
inhibitoria en multiples trastornos neuropsiquiatricos, debido a que los niveles de
GAD® influyen directamente en la modulacion de la inhibicion sinaptica. Por lo tanto,
la deficiencia de GAD®’ en las neuronas contribuye a la disfuncion cortical en

estados de enfermedad (Lazarus et al., 2015).
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Formacion hipocampal
La formacion hipocampal (FH) esta ubicada dentro del I6bulo temporal medial y es

un componente prominente del SNC de los mamiferos, organizado como un circuito
unidireccional. La FH est4 conformada por tres divisiones citoarquitectonicas
fundamentales: el giro dentado (GD), el hipocampo y el subiculum (Sub) (Witter,
2012) (Fig. 3A). La corteza entorrinal (CE) desarrolla un papel esencial junto a la FH
para la ejecucion de la navegacion espacial y la memoria espacial y episddica. La
informacion en este circuito es transferida de las capas superficiales de la CE al giro
dentado, sucesivamente se procesa en el hipocampo y posteriormente es enviada
de forma directa a la capa 5 de la CE por la via CA1-CE o indirectamente por la via
Sub-CE (Roy et al., 2017) (Fig. 3B). El hipocampo es una estructura formada por
tres regiones que dan lugar al cornu Ammonis (CA1, CA2 y CA3), divididas a su vez
en diferentes estratos; Oriens (EO), Pyramidalis (EP) y Radiatum (ER).

A B

CA2

f' LY
X
CA3 N
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Figura 3. Formacion hipocampal. En A, imagen de microscopia confocal, indicando los campos
CA del 1-3, divididos en los estratos: Oriens (EO) Pyramidalis (EP) y Radiatum (ER) y el giro dentado
(GD). En B, Diagrama representativo del circuito hipocampal en azul y en verde las capas Il,lll y V
de la corteza entorrinal (EC) (Josselyn y Tonegawa, 2020).

Como se menciona, en la EA la formacién hipocampal es una de las estructuras
mas afectadas, ya que hay muerte neuronal lo que puede ocasionar cambios
conductuales y alteraciones cognitivas, debido al dafio de una variedad de
neuronas, principalmente, las piramidales. Aunado a lo anterior, se sabe que las IG
representan del 10-15% de la poblacion dentro de la FH y se han clasificado
alrededor de 15 subtipos (Pelkey et al., 2017; Tepper etal., 2018). En el 2012, Loreth
y colaboradores, encontraron en el modelo de raton transgénico TauPS2APP,

neurodegeneracion de interneuronas GABAérgicas y la disminucion de la expresion
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de ARN mensajero de marcadores de inhibicion sinaptica. En otra investigacion, se
encontré también actividad de descargas epileptiformes espontaneas en un ratén
transgénico (hAPP), debido a la disminucion de actividad oscilatoria gamma,

dependiente de las interneuronas (Verret et al., 2012).

Modelo 3xTg-AD
Existe gran variedad de modelos transgénicos para la EA. En general, los modelos

de raton ocupan un nicho remarcable en la investigacion de la fisiopatologia. Los
ratones tienen un alto grado de conservacion filogenético en relacion con el humano,
haciendo énfasis en la arquitectura y funcion del hipocampo y la CE, que median la
memoria espacial y episddica, vulnerables durante el desarrollo de la degeneracion
progresiva en la EA. A la fecha no se ha desarrollado un modelo que recapitule
todos los aspectos de la patologia, y se deben reconocer las limitaciones en la
aplicacion y extrapolacion de los datos obtenidos a partir de los modelos animales
a los humanos, ya que simulan méas estrechamente la EA de tipo genético, o de
dominancia autosdmica (Hall y Roberson, 2012). Sin embargo, el uso de modelos
gue imitan la patologia de la EA nos permite probar y desarrollar estrategias
terapéuticas, asi como la investigacion del curso de la enfermedad y la fisiopatologia
(Elder et al., 2010).

Los modelos de ratones transgénicos expresan altos niveles de APP humana y
muestran una serie de sintomas y procesos fisiopatologicos tipicos de la fase
temprana de la enfermedad de Alzheimer. Muchas estrategias terapéuticas contra
la EA en humanos, también han sido administradas en modelos transgénicos como
Tg2576, APP23, APP/PS1 y 5xFAD. A pesar de esto, el modelo 3xTg-AD
probablemente tenga la validez de construccion mas alta entre los modelos
transgénicos (Bilkei-Gorzo, 2014). El ratdn 3xTg-AD fue desarrollado por Oddo y
colaboradores (2003), a través de la microinyeccion de transgenes humanos
(APP695-Swe y tau-P301l), en embriones knock in para PS1-M146V (Fig. 4). Es un
modelo que desarrolla progresivamente amiloidosis y taupatia con un perfil

especifico (temporal y regional), que simula la EA en el humano.
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Figura 4. Modelo murino para Alzheimer 3xTg-AD. Método de microinyeccién de los transgenes
humanos APP695-Swe y tau-P301L en el pronucleo de la célula embrionaria de ratones knock in
para el gen de PS1-M146V (Oddo et al., 2003).

El modelo 3xTg-AD desarrolla lesiones neuropatolégicas que comienzan con la
aparicion de depositos del péptido BA en la corteza y posteriormente se acumulan
en el Sub y el hipocampo. La deteccién de los agregados intracelulares es
identificable desde los 3 meses en la neocorteza y a los 6 meses en la regidon de
CA1 del hipocampo, mientras que agregados extracelulares son claros a los 12
meses en la corteza e hipocampo. Para el caso de las alteraciones en la proteina
tau, su presencia es notoria a los 12 meses en la formacién hipocampal mas
especificamente en las células piramidales de CAl, ambas patologias se
desarrollan de una manera progresiva dependientes de la edad y de la regién.
Ademas, este modelo presenta una alteracién de la memoria a los 10 meses de
edad, comprobada mediante el desempefio de los ratones en tareas conductuales,
dependientes de la funcién hipocampal como es la del laberinto acuéatico de Morris
(Morin et al., 2016).
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Planteamiento del problema
Se ha observado que la alteracion de la homeostasis en los sistemas excitacion-

inhibicion cerebrales, puede desencadenar cambios en las funciones cognitivas y
motoras, dichas alteraciones se suman en la EA a las lesiones neuropatoldgicas
como la formacion de placas del péptido BA y a las MNF, que ocurren en areas
vulnerables del SNC, relacionadas con el aprendizaje y la memoria como son el
hipocampo y el Sub. En la actualidad las investigaciones han centrado su interés en
el estudio del aumento de los patrones de excitabilidad por falla en la inhibicién
GABAérgica (Barrow y Small, 2007; Jo et al., 2014), en pacientes con la EA y en
modelos animales, debido a esto se postula que la actividad neuronal aberrante
puede ocurrir por aumento en la transmision excitatoria y la disminucion inhibitoria
de las redes neuronales, lo que podria ser un evento temprano en la EA responsable
de la patogénesis. Con base en lo anterior, se propuso el estudio de la
caracterizacion de esta falla, mediante la cuantificacion de IG SOM y GAD®’ en la
formacion hipocampal del area de CA1l y en el area de Sub del modelo 3xTg-AD,

durante el desarrollo de la patologia.

Hipotesis
La expresion de IG SOM y GAD®’ sera disminuida en el area CA1 y en el area del

subiculum de la formacion hipocampal del modelo 3xTg-AD.

Objetivos

General
Determinar el nimero de IG SOM y GAD® en el area de CAl y en el area del

subiculum de la formacién hipocampal del modelo 3xTg-AD, a los 12 y 18 meses de
edad.
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Particulares
Cuantificar la cantidad de IG SOM y GAD® en los estratos: Oriens (EO), Pyramidalis

(EP) y Radiatum (ER) del &rea CAL1 de la formacion hipocampal

Cuantificar la cantidad de IG SOM y GAD®’ en el area del subiculum de la formacion
hipocampal.

Comparar la cantidad de IG SOM y GAD® en el area de CAL1 total y el estrato Oriens
(EO) de la formacion hipocampal entre las edades de 12 y 18 meses.

Comparar la cantidad de IG SOM y GAD®’ en el area del subiculum de la formacion

hipocampal entre las edades de 12 y 18 meses.

Material Y Métodos

Animales
Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de bioética del Instituto

de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), y
realizados de acuerdo a las politicas internacionales de las directrices
institucionales sobre el cuidado y uso de animales de laboratorio.

Los ratones fueron criados en el bioterio del INB y mantenidos en un ciclo de
luz/oscuridad de 12hrs; se mantuvieron 4 individuos por caja habitacion (de
policarbonato, 12x12x25 cm), con acceso libre a agua y alimento (dieta Chow 5001).
Para los experimentos se utilizaron ratones hembras 3xTg-AD y ratones hembras

control no transgénicos (NoTg), de dos edades: 12m (n=4) y 18m (n=8) por grupo.

Procesamiento del tejido
Los ratones fueron anestesiados por administracion de una dosis letal de

pentobarbital sodico (0.22ml/kg) y fijados durante 10 minutos por perfusion cardiaca
con una solucion de paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en solucién salina
amortiguada por fosfatos al 0.1 M (PBS 0.1M) a pH 7.4. Los cerebros fueron
extraidos e inmersos en PFA 4% para una posfijacion durante 24 horas,

posteriormente fueron cambiados a una solucion de sacarosa al 30% por 48-72
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horas para asegurar la crio-proteccion de los tejidos. Los cerebros fueron cortados

sagitalmente a 40 um de grosor utilizando un criostato (Leica® Biosystems).

Anticuerpos y fluorocromos
Para marcar las interneuronas SOM* se us6 el anticuerpo anti-somatostatina de

conejo (1:500, Santa Cruz Biotechnology sc-13099). Para marcar interneuronas
GAD®"* se us6 el anticuerpo anti-GAD67 de raton (1:500, Abcam ab26116). Para la
deteccién del anticuerpo primario, se usO el anticuerpo secundario biotinilado
correspondiente (anti-conejo y anti-raton, 1:500, Vector Laboratories). Para revelar
la inmunofluorescencia se uso el kit de buffer de amplificacion de la marca Perkin-
Elmer TSA Tetramethylrhodamine (Cy3) para SOM* y TSA Fluorescein (FITC) para
GAD®"*, Para revelar la reaccion inmuno-enzimatica se uso6 el sistema avidina y
biotina (A+B) y diaminobenzidina (DAB) al 0.05%.

Inmunohistoquimica
Se seleccionaron de 3-4 cortes sagitales por animal del hemisferio izquierdo que

contenian las areas de estudio (CA1 y subiculum), entre las coordenadas 1.99 mm
y 0.96 mm laterales a la linea media de acuerdo al atlas de cerebro de raton
(Franklin y Paxinos, 2001). Para los grupos de 12m y 18m los cortes fueron
incubados con anticuerpos primarios toda la noche a 4°C y al dia siguiente con
anticuerpos secundarios biotinilados.

Para la inmunohistoquimica enzimatica de los grupos de 12 m, se usé como técnica
de revelado el sistema A+B y diaminobencidina glucosa oxidasa. Para revelar
inmunohistoquimica fluorescente, en el caso de los grupos de 18m, se uso el kit de
buffer de amplificacion para Cy3 y FITC, respectivamente.

Finalmente, los cortes fueron montados usando una solucion de glicina + PBS 50/50

y guardados para su posterior observacion.

Microscopia y analisis de imagen
Las imagenes obtenidas fueron de dos campos, la regién subiculum y CAl de la

formacion hipocampal. Para el caso de la inmunofluorescencia las imagenes fueron
capturadas en un microscopio confocal (LSM 510 Zeiss), con un plano en z y para
las fotos de inmunohistoquimica fueron capturadas en un microscopio optico (Nikon,
Eclipce CiE).
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Andlisis Estadistico
Se utilizd el programa GraphPad Prism 8.3.1 para la aplicaciébn de pruebas

estadisticas y la obtencion de gréficas. Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para
determinar la normalidad de los datos. Dado que los datos fueron normales se
realizd una prueba T-Test (o= 0.05) para comparar la cantidad de células IG-SOM*

e IG-GAD®"* en el area del subiculum y en los tres estratos de CAL.

Resultados

Disminucion de IG en el 3xTg-AD a los 12 meses
Para determinar si habia un cambio en el nimero de IG en ratones 3xTg-AD con

respecto a sus controles NoTg a los 12m, se realizd6 una inmunohistogimica (Fig.
5A). Se encontr6 una reduccion en el nimero de IG SOM* en el area de CAl,
principalmente en el EO (Fig. 5B) de ratones 3xTg-AD. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en el total de IG SOM™" del area de CAl en los
tres estratos (Fig. 5C). Por otro lado, también se contaron las IG del subiculum
(Sub), donde se encontré una reduccién en el nimero de IG SOM* en el ratén 3xTg-
AD (Fig.5D). En el caso de IG GAD®"*, no se encontro diferencias significativas en
la cantidad de interneuronas positivas en los tres estratos, total de IG de CA1l, ni en
Sub (Fig. 6A-D).
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Figura 5. Nomero de células IG-SOM* a los 12 meses en el raton 3xTg-AD. . En A, imagenes
gue muestran IG SOM* en al &rea de CAl y Sub (flechas blancas). En B, grafica del nimero de IG
SOM* por mm?, en donde se indica la disminucién significativa en el EO (media * EE -15.75 £ 5.258)
en ratones 3xTg-AD. En C, el nimero total de IG SOM* en el CALl de los tres estratos (EO, EP y ER),
en donde no se encontraron diferencias significativas. En D, el nimero total de IG SOM* por mm? en

la regién de Sub, en donde se muestra una disminucion significativa en el raton 3xTg-AD (media *

EE -10.75 £ 1.493). Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando una prueba t-test; con
niveles de significancia: *P<0.05 y ***P<0.0005.
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Figura 6. Nimero de IG-GAD®* a los 12 meses en el ratén 3xTg-AD. En A, imagenes que
muestran IG GAD®"* en al area de CAl y Sub (flechas blancas). En B, el niUmero total de IG GAD®’
por mm2, En C, el nimero total de IG GAD®"* en el CA1 de los 3 estratos (EO, EP y ER). En D, el
namero de IG GAD®” por mm? en la regién del Sub. La comparacién estadistica se realizé utilizando
una prueba t-test. Los datos se representan con la media, siendo estadisticamente no significativos
para todos los pardmetros evaluados.

El nimero de IG SOM* decrece alos 18m en el ratén 3xTg-AD
Posteriormente se determin6 si la edad influia con el nimero de IG. Para eso se

compararon entre las edades de 12m y 18m (NoTg-12m vs NoTg-18m y 3xTg-AD-
12m vs 3xTg-AD-18m). Se encontraron diferencias significativas tanto para 1G
SOM* (Fig. 9), como para IG GAD®"* (Fig. 10). Las IG SOM® de los ratones de 18m
tuvieron diferencias significativas en el EO, la regién CAly el Sub, tanto en el grupo
control como el grupo 3xTg-AD. Para IG GAD®"* las diferencias fueron marcadas
en EO asi como en CALl en el grupo control, mientras que en el Sub se encontraron
diferencias significativas tanto en el control como en el grupo 3xTg-AD.
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Figura 7. Niumero de IG-SOM* alos 18 meses en el ratéon 3xTg-AD. En A, imagenes que muestran
IG SOM* en al area de CA1 y Sub (flechas blancas).En B, el nimero de IG SOM* por mm?, muestra

una disminucion significativa en el EO de ratones 3xTg-AD (media * EE -7.667 + 1.434). En C, el
namero total de IG SOM* en los 3 estrata del CAl1 (EO, EP y ER), que muestra una disminucion
significativa en el grupo 3xTg-AD (media * EE -7.5 + 3.023). En D, el nimero de IG SOM* por mm?
en la region de Sub, muestra una disminucion significativa en los 3xTg-AD con respecto al control

media £ EE-12 £ 2.779). Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando una prueba t-test;
*P<0.05, **P<0.005, **P<0.0005.
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Figura 8. Nimero de IG-GAD®*a los 18 meses en el ratén 3xTg-AD. En A, imagenes que
muestran IG GADS* en al area de CA1 y Sub (flechas blancas). En B, el nimero de IG GAD®"* por
mm?. En C, el nimero total de IG GADS"* en el CA1 (EO, EP y ER). En D, el numero de IG GAD®"*
por mm?2 en la regién del Sub. La comparacion estadistica se realizo utilizando una prueba t-test. En
ninguna de las comparaciones se indico diferencia significativa. Los datos son representados con la
media, siendo estadisticamente no significativos para todos los parametros evaluados.

IG SOM* e IG GAD®* Disminuyen con la edad
Posteriormente se determiné si la edad influia con el nUmero de IG. Para eso se

compararon las edades de 12my 18m (NoTg vs NoTg y 3xTg-AD vs 3xTg-AD). Se
encontraron diferencias significativas tanto para |G SOM*, como para IG GAD®"*
(Fig. 9-10). Para IG SOM™ tuvieron diferencias significativas en el EO, el total de I1G
SOM" de CAl y Sub, tanto del grupo control como el grupo 3xTg-AD (Fig. 9). Por
otro lado, las IG GAD®"* las diferencias fueron marcadas en EO y en el total de CA1
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solo para el grupo control, mientras que en el Sub se encontré diferencias

significativas tanto para el grupo control como para el grupo 3xTg-AD (Fig. 10).
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Figura 9. Nomero de IG SOM* en 12y 18 meses de edad. Se muestra gréafico del total de IG SOM*
del Estrato Oriens (EO), el subcampo CAL y del subiculum (Sub). Se indican las comparaciones del
namero de IG SOM* entre las dos edades y los dos grupos experimentales (NoTg-12m vs NoTg18m
y 3XxTg-AD-12m vs 3xTg-AD-18m). En A, el nimero de IG SOM* por mmZ en el EO, en donde hubo
diferencias significativas entre las dos edades (12 vs 18 meses) en cada grupo (NoTg -23.67 + 3.414
y 3xTg-AD -15.58 + 2.972). En B, se indica el total de IG SOM* por mm? en el CA1, encontrandose
diferencias significativas entre las edades (12 vs 18 meses) de ambos grupos (NoTg -43.67 + 5.663
y 3xTg-AD -35.67 * 6.264). En C, el nimero de IG SOM* por mm? en el Sub, con reduccion
significativa a la edad de 18 meses, de ambos grupos (NoTg -22.83 £ 2 y 3xTg-AD -24.08 + 3.075).
Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando una prueba t-test; ***P<0.005, ****P<0.0005.
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Figura 10. Namero de células IG GAD®* en 12 y 18 meses de edad. Se muestra grafico del total
de IG GAD®%*en el Estrato Oriens (EO) del subcampo CA1 y de Sub. Se indican las comparaciones
del nimero de IG GAD®*entre las dos edades y los dos grupos experimentales (NoTg-12m vs
NoTgl8m y 3xTg-AD-12m vs 3xTg-AD-18m). En A, el nimero de IG GAD8™* por mm? en el EO del
CA1, en donde hubo diferencias significativas solo en el grupo NoTg (-9.5 + 2.637). En B, el nUmero
de IG GAD®"* por mmZ en el total del subcampo CA1, encontrandose reduccion significativa en los
18m en el grupo NoTg (-15.5 + 3.774). En C, el numero de células GAD®™* por mm? del Sub,
encontrdndose reduccion significativa en los 18m en ambos grupos NoTg (-26.17 + 8.037) y 3xTg-

AD (-20.25 £ 7.647). Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando una prueba t-test;
*P<0.05 y **P<0.005.
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Discusion

Las IG, se consideran los elementos celulares principales puesto que controlan la
excitabilidad de las neuronas principales en el SNC. Ademas, no solo contribuyen
al equilibrio en actividad de redes corticales, sino, también median de manera
precisa la activacion de informacion a traveés de vias especificas de sefializacion
(Marin Parra, 2012; Kepecs y Fishell, 2014).

En el presente trabajo, se ha disefiado un estudio con base en la relevancia
de la alteracion en el sistema de neurotransmision, durante la neurodegeneracion
de tipo Alzheimer, que provoca un estado de hiperexcitabilidad, con el enfoque en
la disminucion de las IG SOM* y de las IG GAD®"*, localizadas en dos areas
cerebrales en donde se integra parte de las funciones de memoria, el subcampo
CA1 del hipocampo y el Sub. Estas areas son relevantes porque es donde se inicia
el deposito de las proteinas alteradas en su forma de placas y redes neurofibrilares
tanto en el cerebro humano como en modelos para la EA.

Los resultados cuantitativos (células/mm?) obtenidos en la investigacion
muestran una disminucion significativa de IG SOM™ en el grupo 3xTg-AD a los 12m
y 18m (Figs. 5-7) en el EO del subcampo CA1ly en el Sub. Estos datos muestran la
vulnerabilidad de las IG SOM* en el modelo, lo que podria ser el paso inicial a la
evolucién patoldgica de la EA, debido a que esta implicada en la degradacion de
placas BA (Ramos et al., 2006). Ya que la SOM esté involucrada con la actividad de
neprilisina, una endopeptidasa con la capacidad de degradar BA en el cerebro, esto
fue demostrado en un cultivo primario de neuronas tratadas con BA (BA4oy BA42) y
SOM. De hecho, normalmente la SOM regula de manera positiva la actividad de
neprilisina transportada a la membrana plasmatica (Pacheco-Quinto et al., 2016;
Saito et al., 2005). Asimismo, la disminucién de IG SOM®, encontrada en la fase
sintomatica de los 3xTg-AD (12m y 18m), induce de manera probable el aumento
en los niveles de BA, debido a la disminucion de la actividad de la neprilisina,
generando un circulo vicioso, debido a la toxicidad de BA sobre las neuronas,
incrementando la vulnerabilidad de las IG SOM*. Ademas, el deterioro cognitivo esta
asociado a la acumulacién continua de BA intraneuronal, y la progresion de la

patologia desde el interior de la neurona hacia la parte extracelular, lo que también
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podria explicar en parte la exacerbacion del déficit cognitivo, al menos en este
modelo de raton (Billings et al., 2005). También, se sabe de la sinaptopatia asociada
por la pérdida de espinas dendriticas (sitios posinapticos) en neuronas piramidales
del subcampo del CAl debido a la proximidad a las placas BA que causa
alteraciones de la memoria, demostrado en otros modelos como el Tg2576 y
APP/PS1 (Bittner et al., 2012; Perez-Cruz et al., 2011). Si bien, estas alteraciones
son evidentes en las neuronas excitatorias, la pérdida de axones y de espinas en
las interneuronas, tiene relevancia en procesos de memoria, ya que en un estudio,
se demostré en el doble transgénico APP/PS1 un déficit en la memoria por la
pérdida de axones y por la disminucion de espinas dendriticas en las interneuronas
SOM en el hipocampo (Schmid et al., 2016).

Se ha establecido que las regiones del subcampo CAly del Sub, representan
la salida de informacién del hipocampo y se ha demostrado que la evocacién de
memoria es a traves de la via construida por el subcampo CA1, el Sub y la CE (CAl-
Sub-CE), mientras que la codificacién o almacenamiento de la memoria es mediante
la via CA1-CE (Roy et al., 2017). Se sabe también que la red CE-hipocampo, es de
las primeras vias en mostrar alteraciones en las propiedades sinapticas, por lo que
se ha sugerido que estas alteraciones subyacen a los déficits de memoria en la EA
temprana (Roy et al., 2016). Anatomicamente, en el EO del subcampo CAl y del
Sub, se localizan los somas de estas |G SOM™ (Klausberger et al., 2003), por lo que,
la pérdida significativa encontrada en el modelo 3xTg-AD podria participar de
manera relevante en las alteraciones de la memoria. Esto podria deberse a lo
propuesto por estudios que sugieren la participacion de SOM a través de la
inhibicion y la direccion en la formacion del nimero de engramas y la estabilidad de
los trazos de la memoria (Stefanelli et al., 2016). Ademas, se comprobé la
participacion de las interneuronas SOM en la codificacion, consolidacion y
evocacion de la memoria, asi como en la reactivacion de patrones especificos de
actividad neuronal excitatoria en el area prelimbica (Cummings y Clem, 2020). Se
sabe por estudios previos en el laboratorio, que la patologia del modelo 3xTg-AD se
desarrolla de manera progresiva, con una fase asintoméatica y una sintomatica, y se

ha encontrado en hembras de 12m de edad un desempefio conductual en el
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laberinto acuatico de Morris y construccion de nido deficientes (Orta-Salazar et al.,
2013; Morin et al., 2016).
Por otra parte, los resultados sobre las IG GAD®"* que no muestran diferencias
(Figs. 6-8), puede deberse a que la pérdida o disminucion de las IG GAD®"* esta
mas relacionada con la esquizofrenia en donde las neuronas GABAEérgicas en el
hipocampo y la corteza, estan sujetas a cambios fisiopatologicos cuya caracteristica
es la disminucion del ARNm e inmunoreactividad de GAD (Subburaju et al., 2016).
Por otro lado, los trabajos tempranos centrados en la participacion del
sistema GABAérgico en la EA mostraron resultados inconsistentes, debido a que
mencionan que las IG no son vulnerables a los agregados BA. No obstante, trabajos
direccionados hacia los receptores GABAa, muestran una disminucién del ARNm.
Asi también, por analisis de proporcion de subunidades del receptor GABA se revela
una baja regulacion en las subunidades a1y y2 en la EA (Limon et al., 2012; Kiss
et al., 2016; Xu et al., 2020).

Conclusion
Nuestros resultados muestran una disminucion de las IG SOM* en el modelo 3xTg-

AD en areas de CAl y Sub asociadas con la memoria y el aprendizaje a los 12my
18m. Mientras que en los ratones NoTg solo se vio una diferencia relacionada con
la edad, lo que nos muestra que con el avance de la edad hay pérdida de las
interneuronas SOM*. En cambio, para los ratones 3xTg-AD esta pérdida es
determinada por su condicidén transgénica, por lo que la caracterizacién sobre las
IG SOM e IG Gad® en el modelo 3xTg-AD es importante, pues la EA es
multifactorial y el fortalecimiento de los modelos nos ayudara a comprender mejor
los mecanismos que participan en el establecimiento de la misma, y a desarrollar
terapias eficaces para su tratamiento. Nosotros proponemos un estudio mas
centrado en las IG SOM sobre el mecanismo y la funcion de la memoria y el

aprendizaje en las areas CAl1y Sub.
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