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RESUMEN

El fragmento C-terminal de la toxina tetanica (Hc-TeTx) es un péptido que ha
demostrado poseer actividad trofica al activar vias de sefializacion de supervivencia
y proliferacién celular que desencadenan los receptores Tirosin cinasa (Trk).
Estudios recientes evidenciaron que la administracion local del fragmento Hc-TeTx
en ciertas regiones cerebrales para el estudio de los modelos animales de la
Enfermedad de Parkinson (EP) y de la Enfermedad de Alzheimer (EA), disminuye
la neurodegeneracion celular provocada por las sustancias toxicas que se utilizaron
para inducir cada uno de los modelos de estudio. Sin embargo, este fragmento
también tiene la capacidad de realizar transporte retrogrado desde la terminal
nerviosa de una motoneurona hasta el Sistema Nervioso Central (SNC) al ser
administrado periféricamente. El objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto
de la administracion intramuscular del fragmento Hc-TeTx a diferentes dosis sobre
el aprendizaje y la memoria espacial de ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en
la regiébn CA1 del hipocampo. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, las cuales
fueron administradas por via intramuscular con las dosis de 20 pug/kg de Hc-TeTx,
40 pg/kg de He-TeTx o SSI, y 24 horas después se les administr6 el péptido AR25-
35 o SSI de forma bilateral en la regibn CA1 del hipocampo a través de cirugia
estereotaxica. Las conductas de aprendizaje y memoria espacial se evaluaron en el
dia 10 y 24 post-cirugia respectivamente en el laberinto acuatico de Morris. Los
resultados mostraron que el aprendizaje espacial no se modificé en ningun grupo
experimental, sin embargo, el grupo SSI + AB25-35 realizd trayectorias de
aprendizaje egocéntrico para localizar la plataforma. En la prueba de memoria
espacial, se encontré que los grupos de 20 pug/kg He-TeTx + AB25-35 y de 40 pg/kg
Hc-TeTx + AB25-35 tienen un comportamiento similar al del grupo SSI + SSI en los
parametros que se evaluaron, siendo el grupo de 40 ug/kg Hec-TeTx + AB25-35 con
mejor desempefio. En conclusion, el presente trabajo demostré que la
administracion intramuscular de las dosis de 20 pg/kg He-TeTx y de 40 ug/kg Hc-
TeTx previenen el deterioro de la memoria espacial en ratas lesionadas con el
péptido AB25-35, sin embargo, es necesario continuar la investigacion del efecto

potencial neuroprotector del fragmento Hc-TeTx.

Vi
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1. INTRODUCCION

1.1 Origen del fragmento C-terminal de la toxina tetanica

La bacteria Clostrodium tetani es un bacilo gram positivo, anaerobio estricto
y formador de esporas que sintetiza la toxina tetanica (TeTx). Esta neurotoxina es
causante de la enfermedad denominada tétanos, condicién altamente mortal que
afecta al Sistema Nervioso Central (SNC), caracterizada por una paralisis espastica
gue consiste en una contraccion sostenida de los musculos que se acompafa de
dolor en las extremidades, dolor de cabeza, rigidez y espasmos que pueden llegar

a paro respiratorio y a la muerte (Farrar, 2000).

La TeTx se sintetiza como una sola cadena polipeptidica con un peso
molecular de ~150 kDa. Esta cadena se activa por hidrélisis de proteasas de la
bacteria para obtener dos cadenas polipeptidicas unidas por un puente disulfuro. La
reduccion de este puente disulfuro genera dos cadenas: una cadena ligera (L-TeTx)
de 50 kDa y una cadena pesada (H-TeTx) de 100 KDa (Craven y Dawson, 1973;
Helting y Zwisler, 1977). Ambas cadenas se pueden subdividir en tres dominios
estructurales y funcionalmente diferentes: el dominio L (cadena L-TeTx) que posee
actividad neurotoxica modulado por zinc y el dominio H (cadena H-TeTx) que se
divide en dos dominios: el dominio de translocacion, que forma canales en la bicapa
lipidica, y el dominio de union a gangliosidos, clave en la unién de la membrana
celular (Turton et al., 2002) (Figura 1).

La TeTx se internaliza en motoneuronas de la placa neuromuscular para
posteriormente ser transportada retrogradamente hasta el SNC (Parton et al., 1987;
Schiavo et al., 2000). El dominio catalitico (cadena L-TeTx) que actla como una
endopeptidasa dependiente de zinc se dirige a las proteinas SNARE (Soluble NSF-
Attachment Proteins Receptor) para realizar una escision proteolitica en la proteina
vesicular VAMP/sinaptobrevina y de esta forma inhibir el anclaje de la vesicula a la
membrana sinaptica, y por consecuencia, evitar la liberacion de los
neurotransmisores acido gamma-aminobutirico (GABA) y glicina provocando la
excitacion de las motoneuronas dando como resultado los espasmos tetanicos

(Schiavo et al., 1992). Por su parte, la cadena pesada (H-TeTx) consta de dos
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fragmentos: el fragmento Hn que se encuentra en el extremo N-terminal (Hn-TeTX)
gue facilita el movimiento de la cadena L y el fragmento Hc que se encuentra en el
extremo C-terminal (Hc-TeTx) que se une especificamente a las zonas no

mielinizadas de la membrana plasmatica neuronal (Aguilera 'y Yavin., 1990).

Dominio de

A) translocacién B)

=
Dominio de )
- 1
union \
S ," r
(

Dominio 437 Cadena ligera (L)

catalitico

Cys430 Dominio catalitico

Cys454
I [ [
448 Hy 872 873 He 1295

Dominio de
translocacion

Cadena pesada (H)

Dominio de union

Figura 1. Estructura de la toxina tetanica. A) Estructura tridimensional de la toxina tetanica, posee
tres dominios funcionales: de unién, de translocacién y catalitico. B) La TeTx es sintetizada como
una solo cadena sencilla con un peso de 150 kDa, su forma activa estad conformado por dos cadenas
(cadena ligera de 50 kDa y una cadena pesada de 100 kDa) unidas por un puente disulfuro. Tomado
y modificado de Turton et al., 2002.

1.1.1 Internalizacién y transporte retrégrado del fragmento C-terminal de la

toxina tetanica en el sistema nervioso central

La estructura del fragmento C-terminal de la toxina tetanica, denominado
ahora Hc-TeTx, se compone de dos subdominios: un dominio en forma de jelly-roll
semejante a las proteinas con unién a carbohidratos que se conoce como region
lectinica y otro dominio denominado B-trefoil que presenta dos sitios de unién a
gangliésidos, necesarias para la identificacion de la célula diana y la internalizacion
(Figura 2).

El fragmento Hc-TeTx llega al SNC por transporte axonal retrogrado tras
haberse fijado e internalizado en las terminaciones nerviosas motoras, sin efectuar

los sintomas clinicos que genera la toxina nativa (Manning et al., 1990).
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B-trefoil

Figura 2. Estructura tridimensional del dominio
Hc-TeTx. En la zona N-terminal se encuentra el
subdominio compuesto por un motivo jelly-roll. En la
parte C-terminal esta el subdominio constituido por un
B-trefoil que posee la unién a gangliésidos. Tomado

de Fotinou et al., 2001
jelly-roll

El reconocimiento y la union del fragmento Hc-TeTx se realiza a través de los
gangliésidos que se encuentran en las motoneuronas, puesto que es un proceso
clave para acceder al interior de la célula. Sin embargo, esta unién también es
mediado por dominios lipidicos conocidos como lipid rafts, microdominios ricos en
esfingolipidos, colesterol y proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(Herreros y Schiavo., 2001). Los gangliésidos que poseen dos o mas residuos de
acido sialico unidos a galactosa como GD1b, GT1lb y GQlb son altamente
especificos para la unién selectiva que posee el fragmento Hc-TeTx (Sinha et
al.,2000). Después de la union y el reconocimiento, el fragmento Hc-TeTx se
endocita mediante una via dependiente de clatrina acoplada a una ruta de
transporte retrogrado. Primero transita en vesiculas estacionarias para Rab5 y
posteriormente en vesiculas positivas para Rab7, que pertenecen a la familia de
proteinas GTPasas y desempefian funciones cruciales en la regulacién del
transporte celular y de factores troficos. Estos estudios demuestran que el
fragmento Hc-TeTx se transporta hacia el SNC junto con el factor neurotrofico del
cerebro (BDNF) y sus receptores Tirosin cinasa B (TrkB) y/o p75N™R (Figura 3A)
(Deinhardt et al., 2006). La velocidad de transporte encontrada para el transporte
gue realiza el Hc-TeTx oscila de 1.0, 1.5y 2.1 um/s (Figura 3B) (Lalli y Schiavo.,
2002).

Por otra parte, se demostré6 que una sola administracion de la fusion de
proteina verde fluorescente (GFP) y el fragmento Hc-TeTx por via subcutanea en el

musculo levator auris longus, después de los 5 minutos de la administracion, ya se
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encontraba en las uniones musculares y, alrededor de las 24 horas, la mayoria de
esta proteina estaba internalizada. Cuando se inyecto en el musculo gastronecmius,
inervado por el nervio ciatico, se mostré que el fragmento Hc-TeTx a las 5 horas se
encontraba en el nervio y 24 horas después en la medula espinal (Figura 3C) (Roux

et al., 2005).
A) He-TeTx BDNF-GFP p75NTR Co-localizacién

Figura 3. Transporte retrégrado del fragmento Hc-TeTx. A) Imagenes individuales de una pelicula
de una motoneurona donde se demuestra el transporte de Hc-TeTx junto con BDNF y p75N™R en
intervalos de 5 segundos (flechas sefialan portadores positivos para cada uno de los marcadores
correspondientes). B) Imagenes de una magnificacion del axén de una motoneurona donde se
representa el transporte retrégrado del Hc-TeTx en intervalos de tiempo de 5 segundos por medio
de vesiculas redondas (flechas blancas) y estructuras tubulares (puntas de flecha) hacia el cuerpo
celular. C) Deteccién de B-gal-Hc-TeTx en médula espinal 24 horas después de una administracion
i.m. del fragmento Hc-TeTx en el mlsculo gastronecmius en ratones. Tomado de Deinhardt et al.,
2006; Lalli y Schiavo., 2002; Roux et al., 2005.
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1.1.2 El papel funcional del fragmento Hc-TeTx en el sistema nervioso central

Estudios recientes han evidenciado que el fragmento Hc-TeTx no es una
simple molécula transportadora, si no que, por si mismo posee propiedades
neuroprotectoras (Moreno-Igoa et al.,2010) al imitar la accion de las neurotrofinas
(Gil et al., 2000, 2001). Ademas, el uso del fragmento Hc-TeTx tiene la ventaja de
poseer la capacidad de unidén especifica a motoneuronas, internalizacién y su
posterior transporte retrogrado y transinaptico (Sinha et al., 2000) hacia el sistema

nervioso central, lo cual lo convierte en un agente terapéutico atractivo no invasivo.

Se demostré por medio de estudios in vitro que el fragmento Hc-TeTx
estimula la fosforilacion del receptor Trk que resulta en la activacion de las vias
PI3K/Akt, PLC-y y MAPK/ERK (Figura 4A) (Gil et al.,2000,2001; Chaib-Oukadour
et al., 2004), vias involucradas en la supervivencia neuronal . Asimismo, en un
estudio realizado por Chaib-Oukador et al., en el 2009 se demostro que el fragmento
Hc-TeTx tuvo un efecto neuroprotector al evitar la apoptosis inducida por 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP*) en células granulares cerebelosas sugiriéndolo como una

estrategia terapéutica en el tratamiento de enfermedades neurolégicas (Figura 4B).
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Figura 4. Potencial tréfico del fragmento He-TeTx A) El fragmento He-TeTx induce el aumento de
la fosforilacién del receptor TrkA y de ERK-1/2 después de 10 minutos de incubacion a una
concentracion de 100nM. B) El panel de fotomicrografias muestra que el fragmento Hc-TeTx evita la
condensacion nuclear y la fragmentacion tipica de apoptosis observadas a través de la tincion
nuclear con DAPI (color azul) y mediciones de fluorescencia en cultivos de células granulares
cerebelosas tratadas con MPP*, el grafico muestra que el fragmento Hc-TeTx + MPP* disminuye el
porcentaje de células apoptdticas. Tomado de Gil et al.,2001 y Chaib-Oukadour et al.,2009.
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Por lo tanto, este efecto protector del fragmento Hc-TeTx también ha sido
evaluado en experimentos in vivo. En un modelo de Esclerosis Lateral Amiotrofica
en raton, se observé que la administracion del fragmento He-TeTx en forma de DNA
plasmidico mejora la inervacion muscular y promueve la supervivencia de las
motoneuronas espinales (Miana-Mena et al.,2004; Moreno-lgoa et al., 2010).
Ademas, de que en un modelo de la enfermedad de Parkinson se mostré que la
administracion intraestriatal del fragmento Hc-TeTx previa a la infusién de MPP*
mejora las habilidades motoras y aumenta los niveles de dopamina y sus
metabolitos de manera similar al grupo control (Mendieta et al.,2009). Sin embargo,
en estos ultimos afos se evalud la administracion periférica del fragmento Hc-TeTx,
especificamente en el musculo gastronecmius, donde se evidencid que la
administracion intramuscular por tres dias consecutivos de 20 pug/kg de Hc-TeTx
previo a la lesion con 6-hidroxipamina (6-OHDA) disminuye el deterioro motor
encontrando un aumento en el nimero de células positivas a tirosina hidroxilasa y
una disminucion de argirofilia (Mendieta et al.,2012). También se demostré que la
administracion intramuscular de 20 pg/kg del fragmento Hc-TeTx nueve dias
después de la lesion induce un efecto restaurador sobre la neurodegeneracion
provocada por la toxicidad de 6-OHDA, al promover un aumento en la capacidad de

supervivencia celular (Sanchez-Gonzalez et al.,2014).

En nuestro grupo de trabajo, la administracion del péptido amiloide-f 25-35
(AB25-35) en regiones cerebrales de rata como: en corteza temporal, septum
medial, la region CA1l del hipocampo, el nacleo magnocelular, la amigdala y el
férnix, se ha utilizado como una herramienta experimental para estudiar algunos
mecanismos gque se desencadenan en la enfermedad de Alzheimer y, actualmente
existen pocos estudios sobre el efecto neuroprotector que tiene el fragmento Hc-
TeTx sobre este modelo experimental en rata (Tabla 1). Se ha demostrado que la
administracion del fragmento Hc-TeTx en la region CA1 del hipocampo previo a la
administracion del péptido AB25-35 mejora la memoria espacial al disminuir el dafio
y la muerte neuronal (Netzahualcoyotzi-Piedra., 2009), ademas, Patricio-Martinez
et al., en el 2016 demostraron que la administracion del fragmento Hc-TeTx previa

a la lesion con el péptido AB25-35 en el septum medial evita la pérdida de la
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memoria espacial y a su vez aumenta la expresiéon de enzimas colinérgicas, al
disminuir la neurodegeneracion de las células en las vias septo-hipocampal frente
a la toxicidad de dicho péptido (Figura 5).

Efectos de la administracion del fragmento Hc-TeTx en el modelo

experimental de rata con la administracion del péptido AB,s 35

Sitio de lesiéon con

Administracion del

Hallazgo

Referencia

+ Disminuye dafio neuronal

ABs.a35 fragmento Hec-TeTx
Hipocampo (regién CA1) = Mejprde Sprendediay Netzahualcoyotzi-
Hipocampo (regiéon CA1) previo al péptido ABys.as memoria espacial Piedra, 2009

Septum medial
Nucleo magnocelular

Septum medial

Septum medial y nucleo
magnocelular previo al
péptido ABs.35

Septum medial previo al
péptido ABs.a5

« Protege el aprendizaje y

memoria espacial

+ Mantiene la expresion de

enzimas colinérgicas

+ Previene el deterioro del

aprendizaje y memoria
espacial
+ Efecto colinotréfico

« Disminuye dafio neuronal

Patricio-Martinez,
2012

Patricio-Martinez et al.,

2016

Septum medial

Via intramuscular un dia
antes de la lesion con el
péptido
AB2s.35

» Evita el deterioro de

memoria espacial

« Mantiene la actividad de

acetilcolinestarasa

Morales-Flores, 2019

Tabla 1. Estudios sobre el efecto neuroprotector del fragmento Hc-TeTx. La tabla muestra los
estudios realizados por el grupo del laboratorio de Neurofarmacologia FCQ-BUAP con el fragmento
Hc-TeTx y la administracion del péptido AR25-35 en diferentes regiones cerebrales de rata para el
estudio de ciertos mecanismos que desencadena la enfermedad de Alzheimer.

He-TeTx AB.e s He-TeTx + AB, ,, AB,.

vehicle

Figura 5. El fragmento Hc-TeTx disminuye la neurodegeneracion en el septum medial. El
fragmento Hc-TeTx previene el aumento del dafio celular inducido por la administracién del péptido
AB2s.35 evidenciado con la tincién A-cu-Ag. Tomado de Patricio-Martinez et al.,2016.

Incluso, estos hallazgos sobre el efecto neuroprotector del fragmento Hc-
TeTx frente a la toxicidad del péptido AR25-35, llevd a nuestro grupo de trabajo a
realizar una administracion periférica del fragmento Hc-TeTx. Por lo tanto, se
demostré que al realizar una sola administracion intramuscular a una dosis de 20
ug/kg de He-TeTx, evitd el deterioro de la memoria de tipo espacial al mantener la
actividad de la acetilcolinestarasa con respecto al grupo lesionado con el péptido
AB25-35 en el septum medial (Morales-Flores., 2019).
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1.2 El péptido Amiloide-B en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia que
afecta aproximadamente un 10% de la poblacion mayor a 65 afios. Esta enfermedad
se define como un trastorno neurodegenerativo progresivo caracterizado por un
deterioro cognitivo y la expresion dos marcadores histopatolégicos: los ovillos
neurofibrilares constituidos por la proteina Tau hiperfosforilada y las placas seniles
constituidas del péptido amiloide-B (AB) (Figura 6) (Butterflied y Kimball., 2018).
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Figura 6. Marcadores histopatolégicos de la EA en cerebros humanos. A) Inmunohistoquimica
donde se muestran placas Amiloide- en la regidn de corteza frontal B) Fotomicrografia que destaca
los ovillos neurofibrilares (flechas) compuestas de proteina Tau C) Fotomicrografia tomada por
microscopia confocal de una placa fibrilar clasica del péptido amiloide-B D) Marafia neurofribrilar
identificada por microscopia confocal. Tomadas y modificadas de Lane et al., 2018 y Luna-Mufioz et
al., 2013.

El péptido AB se produce por escisiones proteoliticas especificas de la
proteina precursora amiloide (APP) (Figura 7), una glicoproteina transmembrana
implicada en funciones como: el desarrollo neuronal, la sefializacion celular, el
transporte intracelular y aspectos involucrados de la homeostasis neuronal (Chen
et al., 2017; Kirkitadze y Kowalska., 2005). La APP se escinde por dos vias: la via
no amiloidogénica, escindida por a-secretasa y y-secretasa, y la via amiloidogénica,
escindida por [B-secretasa y y-secreteasa. La Ultima via mencionada genera
fragmentos del péptido AB1-40 o AB1-42, los cuales cambian su conformacion de
a-hélice a B-plegada y posteriormente llevan a cabo vias de oligomerizacion para la
formacion de las placas insolubles (Sadigh-Eteghad et al.,2015; Kirkitadze y
Kowalska., 2005).
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Figura 7. Estructura del péptido AB1-42 y péptido AB25-35. Estructura del AB y el dominio
neurotéxico que corresponde al péptido AB25-35, fragmento de 11 aminoacidos. En el proceso de
protedlisis de la APP incluye la formacién de dos especies de ABR: AB1-40 y AB1-42. Tomado y
modificado de Tran et al., 2002.

1.2.1 Péptido AB25-35: una herramienta experimental para el estudio de la

enfermedad de Alzheimer

Se ha descrito que el péptido AB1-40 y AB1-42 son los dos fragmentos
predominantes en las placas seniles de pacientes con la EA, sin embargo, otros
péptidos como el AR25-35 también pueden estar presentes (Naldi et al.,2012; Kubo
et al., 2002). El péptido Ap25-35 es un fragmento pequefio de 11 aminoacidos
(GSNKGAIIGLM) (Figura 8) que presenta ciertas caracteristicas que posee el
péptido de longitud completa (AB1-40 o AB1-42) como la capacidad de agregarse,
por lo tanto, este modelo se ha empleado para estudiar los cambios

conformacionales que conllevan a la EA (Wei y Shea.,2006).

e 9

|

Figura 8. Estructura tridimensional del péptido AB25-35. Estructura tridimensional del péptido
AB25-35 obtenida por medio de espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Los residuos que
se afectaron por los giros paramagnéticos se presentan en rojo. Tomado de D’Ursi et al., 2004.
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Se ha demostrado que el péptido AB25-35 como el péptido AR1-42 presenta
una transicion conformacional de su forma soluble a las formas agregadas de
laminas fibrilares (Naldi et al.,2012). Se considera al péptido AB25-35 como la region
biolégicamente activa del péptido AB1-40 ya que también confiere propiedades
neurotoxicas del péptido completo (Pike et al.,1995). Ademas, el péptido Ap25-35
contiene un residuo de metionina en la posicion 35, el cual se ha demostrado que
es un residuo que juega un papel critico en los mecanismos de toxicidad (Butterfield
y Boyd-Kimball., 2004). En diversos estudios se sugiere que las propiedades
neurotoxicas que posee el péptido AB25-35 se ejercen a través de mecanismos
toxicos. Uno de los mecanismos del péptido AR25-35 es el incremento de la
concentracion de oxido nitrico (NO) (Stepanichev et al., 2008; Limén et al., 2009) a
través de la actividad de la enzima de 6xido nitrico sintasa (NOS) dependiente de
Ca?*, probablemente en consecuencia, de la entrada masiva de Ca?* debido a la
sobre activacion de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR). Este proceso de
excitotoxicidad favorece el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS) que participan en el estrés oxidativo y nitrosativo (Harris et al.,
1995; Varadajan et al., 2001; Verdier y Penke., 2004). El dafio oxidativo en las
neuronas provoca el proceso de neuroinflamacion que consiste en la activacion de
células gliales como los astrocitos y la microglia, asi como el incremento de citocinas
pro-inflamatorias (IL-18, IL-6, IL-17 y TNF-a) (Diaz et al., 2011,2012; Ramirez et al.,
2018).

Los estudios in vivo realizados por el grupo del Ilaboratorio de
Neurofarmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP, han
demostrado que los mecanismos toxicos que ocasiona el péptido AB25-35 provocan
la muerte neuronal en diferentes regiones del cerebro de rata como: el hipocampo,
la corteza temporal y el septum medial lo cual es evidente con un deterioro cognitivo
del aprendizaje y la memoria espacial (Limon et al., 2009; Netzaualcoyotzi-Piedra.,
2009; Diaz et al., 2011, 2012; Ortega et al., 2014; Patricio-Martinez et al., 2016;
Ramirez et al., 2018).
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De acuerdo con Patricio-Martinez et al., en el 2019 al administrar a ratas 1
uL a 100 uM del péptido AB25-35 en la regidon CAl del hipocampo de cada
hemisferio hubo neurodegeneracién y déficit en la evaluacion de aprendizaje y
memoria espacial. De manera similar, Ramirez et al., en el 2019 demostraron que
la misma concentracion de 100 pyM del péptido AB25-35 en la regidon CALl del
hipocampo no modifica la adquisicion de nueva informacion (dia 6-10), pero si
deteriora la capacidad de recuperar dicha informacién (dia 17 y 31). Este déficit
cognitivo se asocio con la activacion de células gliales que pueden contribuir al dafio
neuronal. Por lo tanto, estos hallazgos nos indican que el péptido AB25-35 por medio
de sus mecanismos de dafio generan una disfuncion en el hipocampo y en
consecuencia el deterioro en los procesos de aprendizaje y memoria de manera

progresiva.

1.3 Procesos de aprendizaje y memoria

El aprendizaje es el proceso por el cual los organismos adquieren
conocimientos sobre el ambiente y, consecuentemente modifican su conducta para
adaptarse a las condiciones cambiantes del medio que los rodea. En cambio, la
memoria es el proceso por el cual los individuos son capaces de almacenar/retener
y evocar la informacién previamente adquirida (Machado, 2008; Morgado, 2005). El
aprendizaje y la memoria son dos procesos estrechamente relacionados vy
susceptibles de sufrir modificaciones en funcién de los estimulos ambientales. Estos
dos procesos se incorporan durante toda la vida, lo cual nos permite prepararnos

para una situacion de respuesta ante un estimulo anteriormente vivido.
1.3.1 Aprendizaje

El aprendizaje es un proceso que involucra mecanismos perceptivos y
asociativos o relacionales que tiene dos formas principales: aprendizaje explicito y
aprendizaje implicito. El aprendizaje explicito se relaciona con procesos cognitivos
producidas en funcion del tiempo y que se observa a través del comportamiento; sin
embargo, el aprendizaje implicito esta relacionado con los procesos motores o el
aprendizaje verbal independiente de los procesos cognitivos (Machado, 2008;
Morgado, 2005).
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1.3.2 Memoria

La memoria no suele formarse instantaneamente cuando se recibe alguna
informacion. El proceso al menos incluye dos etapas: memoria a corto plazo y
memoria a largo plazo. La memoria a corto plazo consiste en un almacenamiento
con una cantidad limitada de informacion durante un periodo de tiempo corto, es
fragil y transitoria que resulta vulnerable a cualquier tipo de interferencias (Morgado,
2005).

En cambio, la memoria a largo plazo es un sistema para el almacenamiento
de una gran cantidad de informacion durante un tiempo indefinido. De esta forma
es una memoria estable y duradera con poca vulnerabilidad a interferencias.
Requiere de modificaciones post-traduccionales, traducciones de proteinas,
expresion de nuevos genes y modificaciones morfolégicas. Dentro de la memoria
de largo plazo, se encuentra la memoria explicita o declarativa y la memoria implicita

0 no declarativa.

La memoria de tipo implicito, también denominada “no declarativa” se define
como los recuerdos inconscientes que se basan en nuestros habitos perceptivos y
motores. Su expresion es en gran medida automatica y dificil de verbalizar. Por su
parte, la memoria explicita o declarativa son recuerdos deliberados y conscientes
gue tenemos sobre el mundo o sobre nuestras experiencias personales. Almacena
hechos y eventos autobiogréaficos; es facil de declarar verbalmente o por escrito por

lo que también se le denomina memoria declarativa (Figura 9).
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Figura 9. Clasificacion de la memoria a largo plazo. Diferentes tipos de memoria a largo plazo:
memoria implicita y memoria explicita y cada una de las categorias que la componen. Tomado y
modificado de Squire, 2004.

1.3.3 Memoria espacial

La memoria espacial se encuentra clasificada dentro de la memoria episodica
(Burgess et al.,2001) y se define como la capacidad de codificar, almacenar y
recuperar la informacion sobre lugares, asi como de la capacidad de recordar la
ubicacion de los objetos en nuestro entorno. Este tipo de memoria consiste en
multiples mecanismos cognitivos que implican la utilizacion de diversas estructuras

cerebrales y mecanismos especializados (Kessels, 2001).

Este tipo de memoria esta determinada por la region llamada hipocampo. El
hipocampo es importante para la memoria en general, pero puede ser critico para
la memoria espacial (Kessels, 2001). Actualmente existe una gran variedad de
estudios que han demostrado que lesiones en el hipocampo llevan a un déficit de la
memoria espacial. Se evidencié mediante el registro de potenciales de accion
extracelulares del hipocampo de rata expuesta a libre exploracion, la actividad de
ciertas células que dependen de la ubicacion del animal en el entorno y se observo
al terminar la tarea, que la actividad de estas células disminuye por completo
(O’keffee & Dostrovsky 1971).
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2. JUSTIFICACION

Diversos estudios han evidenciado que las neurotrofinas NGF, BDNF y
GDNF promueven la supervivencia y la diferenciacion neuronal. Sin embargo, estas
moléculas no son capaces de atravesar la barrera hematoencefélica (BHE), por lo
gue deben ser administradas intracranealmente mediante procesos invasivos
(Weissmiller y Wu 2012). Debido a esta limitante, se ha optado por la busqueda de
sustancias con efectos semejantes a las neurotrofinas con capacidad de atravesar

o evadir la BHE.

Recientemente en el Laboratorio de Neurofarmacologia se ha demostrado
gue el fragmento Hc-TeTx tiene un efecto neuroprotector y neurorestaurador en
modelos animales de la EP (Mendieta et al.,2012; Sanchéz-Gonzélez et al.,2014),
ya gue este fragmento tiene la capacidad de interactuar con los receptores Trk (Gil
et al., 2000, 2001; Chaib-Oukadour et al 2004, 2009). Ademas, se ha evidenciado
gue la administracion de este fragmento en nudcleos colinérgicos como el septum
medial (Patricio-Martinez et al, 2016) y en la regibn CAl del hipocampo
(Netzahualcoyotzi-Piedra, 2009), asi como administrado por via intramuscular en
una unica dosis de 20 pg/kg del fragmento Hc-TeTx (Morales-Flores., 2019), previo
a la lesion con el péptido AB25-35 evita el deterioro en la memoria espacial al
proteger la actividad de las enzimas colinérgicas y disminuye el proceso inflamatorio

producido por los efectos toxicos del péptido AB25-35.

Estos hallazgos demuestran una actividad neuroprotectora del fragmento Hc-
TeTx en el SNC, pero se desconoce si la actividad neuroprotectora del fragmento
Hc-TeTx administrada periféricamente depende de la dosis para causar mejorias
ante la toxicidad producida por el péptido Ap25-35. En consideracién a esto, se
plante6 utilizar la capacidad del transporte retrégrado del fragmento Hc-TeTx a
través de una administracion intramuscular de dos dosis diferentes y posteriormente
evaluar el efecto neuroprotector frente a la toxicidad del péptido AB25-35 en ratas

lesionadas en la regién CA1 del hipocampo.
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3. HIPOTESIS

La mejora de la memoria espacial depende de la dosis del fragmento C-
terminal de la toxina tetanica administrada via intramuscular en ratas lesionadas con

el péptido AB25-35 en la region CAL del hipocampo
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion intramuscular del fragmento C-terminal
de la toxina tetanica a diferentes dosis sobre el aprendizaje y la memoria espacial
de ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en la regién CA1 del hipocampo

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de la administracion intramuscular del fragmento C-terminal
de la toxina tetanica a diferentes dosis sobre el aprendizaje espacial en el
laberinto acuatico de Morris de ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en
la region CA1 del hipocampo

e Evaluar el efecto de la administracion intramuscular del fragmento C-terminal
de la toxina tetanica a diferentes dosis sobre la memoria espacial en el
laberinto acuético de Morris de ratas lesionadas con el péptido Ap25-35 en

la region CAL1 del hipocampo
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama experimental
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5.2 Sujetos de experimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar del bioterio Claude Bernard de la
Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla, de un rango de peso de 270 a 320
gramos. Las ratas se mantuvieron en jaulas de acrilico transparente con agua y
alimento Ad libitum a una temperatura de 22 = 2 °C, humedad del 50% y con un
ciclo de luz/oscuridad de 12x12 horas. Todos los procedimientos descritos en este
trabajo (mantenimiento, cirugia y diseccion) se realizaron siguiendo los protocolos
aprobados por los comités nacionales bajo los lineamientos de la NOM-062-ZO0O-

1999 y de la BUAP sobre el manejo y uso de animales de laboratorio.
5.3 Preparacioén de las soluciones administradas
5.3.1 Solucioén del péptido AB25-35

La solucion del péptido AB25-35 se prepar6 a una concentracion de 100 uM
a partir de un liofilizado (SIGMA) y fue incubada en un thermoblock (Labnet) a una

temperatura de 37°C durante 36 horas para su agregacion. El vehiculo también fue
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tratado bajo las mismas condiciones. Dichas soluciones fueron utilizadas para la

administracion local en el cerebro de ratas mediante cirugia estereotaxica.
5.3.2 Solucion del fragmento Hc-TeTx

La solucion del fragmento Hc-TeTx fue preparada a partir de un liofilizado
proporcionado por el Dr. José Aguilera del departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad Autonoma de Barcelona, Espafa. El liofilizado se
resuspendio en 1 mL de SSI obteniendo una concentracion final de 20 uM. A partir
de esta solucion madre, se prepar6 una dilucién con una concentracion final de 10

pg/mL.
5.4 Administracion intramuscular

La administracion intramuscular se realizé un dia previo a la cirugia
estereotaxica en el musculo gastronecmius de ambas extremidades inferiores de la
rata (Figura 10). Los animales de experimentacion fueron divididos al azar en tres
grupos experimentales. Al primer grupo experimental se le administrd SSI, al
segundo grupo se le administré una dosis de 20 pg/kg de Hc-TeTx y al tercer grupo
se le administré una dosis de 40 pg/kg de He-TeTx. El volumen resultante de cada
dosis se dividié en dos para ser administrado en cada musculo gastronecmius de

cada animal.

GASTRONECMIUS

Figura 10. Esquema de la localizacion del musculo gastronecmius en la rata. Se muestra la
ubicacion del muasculo gastronecmius (flecha azul) donde se llevé a cabo la administracion
intramuscular de SSI o del fragmento Hc-TeTx.
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5.5 Cirugia estereotaxica

5.5.1 Localizaciéon de laregion CAl del hipocampo

Para identificar la region CA1 del hipocampo, se utilizaron las siguientes
coordenadas (AP): -3.9 mm; (L): £3.0 mm y (DV): -2.1 mm de acuerdo con el atlas
The rat brain in stereotaxic coordinates (Paxinos y Watson, 1998). La localizacion
se realiz6 mediante la inyeccion bilateral de 1 pL del colorante de azul de metileno
(1:2000) en la region CA1 del hipocampo (coordenadas anteriormente
mencionadas) utilizando una rata, la cual fue anestesiada con ketamina/xilacina a
una dosis de 75:10 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.). Posteriormente, la rata fue
colocada en el instrumento estereotaxico para roedores (Stoelting Co.). Al finalizar,
se extrajo el cerebro, se fij6 con paraformaldehido al 4% y se realizaron cortes
coronales de 150 um. Para verificar el sitio de lesién, los cortes coronales se

observaron en un microscopio estereoscopico (Velab VE-S4) (Fig.11).

AP: -3.9 mm
L: £ 3.0 mm
DV: -2.1 mm

Figura 11. Localizacién del sitio de administracion. En A) se muestra el esquema de un corte
coronal de cerebro de rata, donde las flechas sefialan la region CA1 del hipocampo. En B) se muestra
la fotografia de un corte coronal de 150 um de un cerebro de rata de la cepa Wistar, dénde las flechas

indican la trayectoria de la canula hacia la regién CA1 del hipocampo.
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5.5.2 Administracion bilateral del péptido AB25-35 en laregién CA1 del
hipocampo

Una vez determinado el sitio de lesion se procedidé a realizar la cirugia
estereotaxica. Cada grupo experimental administrado intramuscularmente con SSl,
20 pg/kg de Hc-TeTx y 40 pg/kg de Hc-TeTx fue dividido aleatoriamente en dos
grupos para la administracion bilateral de SSI y AB25-35 por cirugia estereotaxica.
De tal manera que se formaron seis grupos experimentales: (1) SSI + SSI, (2)
SSI + AB25-35, (3) 20 pg/kg He-TeTx + SSI, (4) 20 pug/kg He-TeTx + AB25-35, (5)
40 pg/kg He-TeTx +SSl y (6) 40 pg/kg He-TeTx + Ap25-35.

Para realizar la cirugia estereotaxica, cada uno de los sujetos experimentales
fue anestesiado con ketamina/xilacina una dosis de 75:100 mg/kg por via i.p. y se
procedi6 a colocarlos en el instrumento estereotaxico para roedores. Se realizé una
incisién de aproximadamente 2 cm de largo, se removio el periostio para localizar
bregma y se ubicé la region CA1 del hipocampo (AP: -3.9 mm; L: £3.0 mmy DV: -
2.1 mm). Se administré bilateralmente un volumen de 1 uL de SSI o AB25-35 con
ayuda de una microjeringa (Hamilton) acoplada a una bomba de infusiéon (Nanomite,
Harvard Apparatus) programada a una velocidad de 0.2 pL/min. Posterior a cada
administracion se esperaron 5 minutos para la difusién de las soluciones antes de
retirar la jeringa. Al finalizar la cirugia todos los animales fueron suturados y
administrados con 10 Ul de antibiético (enrofloxacina) por via intramuscular. Se

alojaron en sus cajas y fueron llevados al vivario para su completa recuperacion.
5.6 Laberinto acuatico de Morris

El Laberinto Acuatico de Morris (LAM) fue disefiado por Richard Morris en
1984 para evaluar aprendizaje y memoria espacial en roedores. EI modelo consta
de una tina circular que mide 170 cm de didmetro y 60 cm de alto. La tina se dividié
imaginariamente en cuatro cuadrantes (Noreste, Sureste, Noroeste, Suroeste)
dentro de los cuéles se coloco una plataforma de escape, en el cuadrante Sureste,
de 30 cm de alturay 12 cm de diametro. De igual manera se asignaron cuatro puntos

de partida para los animales (Norte, Sur, Este y Oeste) y se colocaron sefiales intra-
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laberinticas (dentro de la tina) y sefiales extra-laberinticas (ubicadas en las paredes

de la habitacion) (Figura 12).

Durante las pruebas conductuales, la tina ocupo % partes de su capacidad
con aguay se mantuvo a una temperatura de 22 + 2°C. Antes de iniciar cada prueba
(aprendizaje 'y memoria) los animales fueron trasladados al cuarto de

experimentacion 15 minutos antes de iniciar la prueba para favorecer su habituacién

y disminuir el estrés.

Figura 12. Laberinto acuéatico de Morris. En A) se muestra el laberinto acuatico de Morris
compuesto de una tina circular divido imaginariamente en cuatro cuadrantes y la localizacion de la
plataforma de escape. En B) se muestran las sefiales extralaberinticas colocadas en las paredes de
la habitacion y las sefales intralaberinticas dentro de la tina. En C) se muestra la plataforma de

escape hecha de acrilico que se coloca dentro del cuadrante Sureste.

5.6.1 Prueba de aprendizaje espacial

La prueba de aprendizaje se realiz6é 10 dias post-cirugia con un programa de
4 ensayos por dia con un intervalo de 50 minutos entre ellos En cada ensayo los
animales, se tomaron del dorso y se colocaron en un punto cardinal (en el siguiente
orden: norte, este, sur y oeste). Este procedimiento se repiti6 por 5 dias
consecutivos en las mismas condiciones. Al inicio de cada prueba los animales
tuvieron un maximo de 90 segundos para encontrar la plataforma de escape que

fue colocada 1 cm bajo del agua en el cuadrante sureste. Si los animales no
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lograron localizar la plataforma de escape, fueron guiados hacia la plataforma y
permanecieron durante 30 segundos. Los parametros evaluados fueron la latencia

de escape (segundos) y las trayectorias de navegacion.
5.6.2 Prueba de memoria espacial

La prueba de memoria se realiz6 24 dias post-cirugia y, a diferencia de la
prueba de aprendizaje, la plataforma de escape fue retirada del laberinto acuético
de Morris. Los animales realizaron un programa de 4 ensayos con un intervalo de
50 minutos entre ellos en un solo dia. En cada ensayo, los animales tuvieron un
maximo de 90 segundos para realizar una trayectoria libre en la biusqueda de la
plataforma. Se evalluo la latencia al primer cruce con el cuadrante blanco y en la
zona exacta donde se encontraba la plataforma, el tiempo de permanencia en el
cuadrante blanco, el nUmero de cruces en el cuadrante blanco y en la zona exacta

donde se encontraba la plataforma, ademas de las trayectorias de navegacion.
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5.7 Pruebas estadisticas

Los resultados obtenidos se graficaron y posteriormente fueron analizados
estadisticamente en el programa GraphPad Prism 5. Todos los datos se expresaron
como la media + el EEM (error estandar de la media). Previamente, se determind si
los datos expresaban una distribucion normal o no mediante una prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov. Las pruebas estadisticas se realizaron de
acuerdo con el comportamiento de los datos y se consider6 P<0.05 como

significativa.

5.7.1 Pruebas estadisticas que se aplicaron a los datos de aprendizaje y de

memoria

% Prueba de aprendizaje espacial:
Latencia al escape en segundos: ANOVA de una via post-test
Newman-Keuls

% Prueba de memoria espacial:
Latencia al primer cruce en segundos: ANOVA de una via post-test
Newman-Keuls
Tiempo de permanencia en el cuadrante blanco en segundos: ANOVA
de una via post-test Newman-Keuls
Numero de cruces en el cuadrante blanco: ANOVA de una via post-
test Newman-Keuls
Numero de cruces en la zona exacta de la plataforma: ANOVA de una
via post-test Newman-Keuls
Porcentaje del nimero de cruces en la zona de la plataforma con
respecto al nimero de cruces en el cuadrante blanco: ANOVA de una
via post-test Newman-Keuls
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6. RESULTADOS

6.1 La administracion intramuscular de 20 pug/kg y 40 pg/kg de Hc-TeTx no
modifican la latencia al escape en la prueba de aprendizaje espacial en el LAM

El andlisis de la prueba de aprendizaje espacial se realizo a través del registro
de la latencia para encontrar la plataforma de escape durante los cinco dias que se
llevd a cabo la prueba conductual (Figura 13). Este registro refiere al tiempo desde
que los animales fueron colocados en un punto de partida de la tina hasta que
encontraron la plataforma de escape que se hallaba en el cuadrante sureste,

durante los cuatros ensayos de cada dia.

Todos los grupos experimentales disminuyeron gradualmente la latencia al
escape hasta el ultimo dia de ensayos de aprendizaje, es decir, que todos los
animales aprendieron a localizar la plataforma de escape. Se logra observar que
tanto en el primer dia de aprendizaje como en el segundo y tercer dia de
aprendizaje, el grupo de 20 pg/kg He-TeTx + SSI presentdé una mayor latencia de

escape con respecto a los otros grupos experimentales (Tabla 2).

De la misma manera que sucedié con el grupo de 20 pg/kg He-TeTx + AR25-
35 en el cuarto dia de aprendizaje donde presenté un aumento de la latencia al
escape con respecto a los demas grupos experimentales (Tabla 2). Sin embargo,
los resultados obtenidos no muestran una diferencia estadisticamente significativa

entre grupos ni entre los dias de aprendizaje (ANOVA de una via p<0.05).
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Figura 13. La administracion intramuscular de 20 pug/kg y 40 pug/kg de Hc-TeTx no modifican
la latencia al escape en la prueba de aprendizaje espacial en el LAM. La prueba de aprendizaje
se realizé del dia 10 al 14 dia post-cirugia. En el grafico se muestra la latencia al escape en segundos
(media £ EEM) de los grupos SSI+SSI (n=6), 20 pg/kg Hc-TeTx + SSI (n=5), 40 pg/kg He-TeTx +
SSI (n=5), SSI + AB25-35 (n=6), 20 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 (n=6) y 40 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35
(n=5). Los datos fueron analizados con un ANOVA de una via y post-test Newman-Keuls, p<0.05.

TABLA 2. Valores de la latencia al escape (s)

LATENCIA AL ESCAPE (s)

GRUPOS Dia 10 post- | Dia 11 post- | Dia 12 post- | Dia 13 post- | Dia 14 post-
cirugia cirugia cirugia cirugia cirugia
SSI+SSI 62.3+4.3 35.1+4.0 29.3+4.3 18.4+£3.9 109+1.7
20 “glfgsgf'TeTx 73.74+56 | 55.7+11.4 | 35789 | 21.5+45 | 114:15
40 “gltgs';f'TeTX 501+7.8 | 339+37 | 215+57 | 109+48 | 11614
SSI + AB25-35 57.0x9.0 38.0+4.8 33.2+10.1 24145 14527
20 pg/kg He-TeTx
+ AB25-35 69.7+5.8 43.1+4.6 24344 329+8.0 145+ 3.9
40 pg/kg He-TeTx
+ AB25-35 48.2+6.9 38.5+10.7 256 6.0 174 +£5.6 11.1+15

Tabla 2. Valores de la latencia al escape (s) durante el aprendizaje espacial. La prueba de
aprendizaje se realizé del dia 10 al 14 dia post-cirugia. En la tabla se muestran los valores de la
latencia al escape en segundos (media + EEM) de cada grupo experimental.
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6.2 La administracion intramuscular de 20 ug/kg y 40 pug/kg de Hc-TeTx no
modifican la trayectoria de navegacion ni la distancia recorrida en la prueba
de aprendizaje espacial en el LAM

La evaluacion de las trayectorias de navegacion se realizé por medio de las
estrategias que utilizaron los grupos experimentales en la busqueda de la
plataforma y, también se llevé a cabo el registro de la distancia recorrida en metros
(m) que realizaron los animales durante los cinco dias de aprendizaje para evaluar

su capacidad que poseen de recuperar la informacion previamente adquirida.

Se observa que en el dia 10 post-cirugia, que corresponde al primer dia de
la prueba de aprendizaje espacial, todos los grupos experimentales presentaron una
distancia recorrida que sobrepas6 los 10 m (Figura 14) correlacionandose con las
trayectorias que realizaron los animales. Las trayectorias que desempefaron los
grupos experimentales se le conoce como tigmotaxis (Figura 15), es decir,
trayectorias que solo se enfocan en la periferia de la tina sin tener éxito en el

hallazgo de la ubicacion de la plataforma de escape.

La distancia recorrida que se observa en los dias 11 y 12 post-cirugia
disminuy6 con respecto al dia 10 post-cirugia (Figura 14) en todos los grupos
experimentales (Tabla 3) y en las rutas de navegacion se aprecia que conforme
avanzan los dias de aprendizaje, los animales realizan exploraciones de busqueda
aleatoria, es decir, realizan trayectorias amplias hacia la periferia y en las zonas
céntricas de la tina para tener un mayor acercamiento hacia la zona exacta dénde
se ubicaba la plataforma de escape para aumentar las probabilidades de encontrarla
(Figura 13y 14).

Con respecto al dia 13 post-cirugia se logra apreciar que el recorrido de las
trayectorias disminuye mas con respecto a los dias anteriores (Figura 14), a pesar
de que el grupo 20 pg/kg He-TeTx + AB25-35 presenta un aumento con respecto a
los otros grupos experimentales (Tabla 3), sin embargo, este grupo logra encontrar
la plataforma de escape. Aunado a que los animales comenzaron a realizar

bldsquedas activas y dirigidas hacia la zona de la plataforma de escape (Figura 15).
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Finalmente, el dia 14 post-cirugia todos los grupos experimentales
disminuyeron la distancia recorrida con respecto a los dias anteriores (Figura 14),
consecuencia de que los animales realizan nados directos hacia la zona exacta de
la plataforma desde que inicia la prueba de aprendizaje (Figura 15) a excepcion del
grupo SSI + AB25-35. El grupo SSI + AB25-35 aprendi6 a localizar la plataforma de
escape, sin embargo, se observa que el nado ejecutado consiste en una
reorientacion, en el cual el sujeto experimental no alcanza a llegar a la plataforma
de escape, orienta su cuerpo hacia el cuadrante opuesto al cuadrante blanco, toca
la pared de la tina y regresa hacia el cuadrante donde se encuentra la plataforma
de escape. Al contrario del grupo SSI + AB25-35, el grupo de 20 pg/kg He-TeTx +
AB25-35 y el grupo de 40 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 presentan una trayectoria de
nado dirigido hacia la plataforma de escape similar al grupo SSI+SSI (Figura 15).

Los resultados obtenidos de la distancia recorrida (m) no muestran una
diferencia estadisticamente significativa entre grupos ni entre los dias de
aprendizaje (ANOVA de una via p<0.05).
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Dias post-cirugia
Figura 14. La administracién intramuscular de 20 pug/kg y 40 pg/kg de Hc-TeTx no modifican
la distanciarecorrida en la prueba de aprendizaje espacial en el LAM. La prueba de aprendizaje
se realizo del dia 10 al 14 dia post-cirugia. En el grafico se muestra la distancia recorrida en metros
(media £ EEM) de los grupos SSI+SSI (n=6), 20 ug/kg Hc-TeTx + SSI (n=5), 40 ug/kg Hc-TeTx +
SSI (n=5), SSI + AB25-35 (n=6), 20 ug/kg Hc-TeTx + AB25-35 (n=6) y 40 ug/kg He-TeTx + AB25-35
(n=5). Los datos fueron analizados con un ANOVA de una via y post-test Newman-Keuls, p<0.05.

TABLA 3. Valores de la distancia total recorrida (m)

DISTANCIA TOTAL RECORRIDA (m)

GRUPOS Dia 10 post- | Dia 11 post- | Dia 12 post- | Dia 13 post- | Dia 14 post-
cirugia cirugia cirugia cirugia cirugia
SSI+SSI 16.2+1.8 8.3+1.8 6.7+1.4 3.4+0.6 2.1+0.3
20 “g/ffgsgf'TeTX 182+18 | 11.9+1.9 74+15 45+0.9 23+04
40 “g/fgs';f'TeTx 125+20 | 80+14 48+12 4.0+0.9 23+05
SSI + AB25-35 13.7+1.8 9.6+1.9 73x14 5.0+£0.8 2.8+05
20 pg/kg He-TeTx
+ AB25-35 179+1.7 95+1.8 51+£1.0 7614 36+1.1
40 pg/kg He-TeTx
+ AB25-35 13.3+£1.9 9.3+1.6 58+1.3 3.8+£1.0 2.3x04

Tabla 3. Valores de la distancia total recorrida (m) durante el aprendizaje espacial. La prueba
de aprendizaje se realiz6 del dia 10 al 14 dia post-cirugia. En la tabla se muestran los valores de la
distancia total recorrida en metros (media + EEM) de cada grupo experimental.
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SSI+Ssi

20 pg/kg
Hc-TeTx + SSI

40 yg/lkg
Hc-TeTx + SSI |

SSI+AB25-35

20 pg/kg
Hc-TeTx +
AB25-35

40 pg/kg
Hc-TeTx +
AB25-35

Figura 15. La administracion intramuscular de 20 pg/kg y 40 ug/kg de Hc-TeTx no modifican
las trayectorias de navegacion durante el aprendizaje espacial. En el panel se muestran las
trayectorias representativas del desempefio realizado para encontrar la plataforma de escape
durante los cinco dias de aprendizaje de todos los grupos experimentales. Cada esquema representa

a un sujeto experimental.
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6.3 La administracion intramuscular de 20 pg/kg y 40 pg/kg de Hc-TeTx
previene el deterioro de la memoria espacial en ratas lesionadas con el

péptido AB25-35 en la region CA1 del hipocampo en el LAM

La prueba de memoria espacial se evalu6 al dia 24 post-cirugia (diez dias
después del ultimo dia de aprendizaje espacial) en un Unico ensayo donde se retird
la plataforma de escape. La latencia al primer cruce (Figura 16A) se refiere al
tiempo que los animales invirtieron en nadar para realizar el primer cruce al sitio
donde se encontraba la plataforma de escape, una vez que fueron colocados en el
punto de partida. El grupo SSI + AB25-35 (41.6 + 10.1 s) muestra una tendencia a
incrementar la latencia al primer cruce con respecto a los grupos SSI + SSI (23.0 +
9.5 s), 20 ng/kg Hc-TeTx + SSI (31.0 £ 9.6 s), 40 pg/kg He-TeTx + SSI (14.3+ 7.4
S), 20 pg/kg He-TeTx + AB25-35 (20.5 £ 6.9) y 40 pg/kg He-TeTx + AB25-35 (10.9 +
2.3 s) sin embargo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05).

El tiempo de permanencia en el cuadrante blanco (Figura 16B) fue el
siguiente parametro evaluado. Este parametro representa el tiempo en el que los
sujetos experimentales nadaron en el cuadrante sureste dénde se hallaba la
plataforma de escape. Se aprecia que tanto el grupo de 20 pg/kg Hc-TeTx + AB25-
35 (30.8 £ 3.0 s) como el grupo 40 pg/kg Hc-TeTx + ABR25-35 (31.9 £ 3.3 s)
permanecieron mas tiempo en el cuadrante blanco en comparacién al grupo SSI +
AB25-35 (20.7 £ 5.2 s), pero no se encontré6 una diferencia estadisticamente

significativa (p>0.05).

También se evaluo el nimero de cruces en el cuadrante blanco (Figura 16C).
Este pardmetro indica como los animales asocian las sefiales intra- y extra-
laberinticas con respecto a la plataforma de escape, pero este parametro no
necesariamente infiere que los animales recuerden el lugar exacto de la plataforma.
Los resultados no muestran diferencia estadisticamente entre los grupos
experimentales (p>0.05), a pesar de que el grupo de 20 pg/kg Hec-TeTx + AB25-35
(8.6 £ 1.0 cruces) y el grupo 40 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 (10.1 + 1.1 cruces) tienden

a cruzar mas veces en el cuadrante blanco.
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El nimero de cruces en la zona de la plataforma (Figura 16D) es un
parametro que permite conocer si los animales recuerdan la ubicacion exacta donde
se encontraba la plataforma de escape, por lo tanto, se decidi6 evaluar este
paradmetro. El grupo de 40 pug/kg Hc-TeTx + AB25-35 (4.4 + 0.7 cruces) cruza mas
veces el lugar donde se encontraba la plataforma de escape comparado a los otros
grupos experimentales: SSI + SSI (2.0 £ 0.2 cruces), 20 pg/kg He-TeTx + SSI (2.0
+ 0.4 cruces), 40 pg/kg He-TeTx + SSI (1.8 + 0.5 cruces), SSI + AB25-35 (1.16 £ 0.3
cruces) pero no con el grupo 20 pg/kg He-TeTx + AB25-35 (2.8 = 0.7 cruces).

El ultimo pardmetro para evaluar fue el porcentaje del nimero de cruces en
la zona de la plataforma con respecto al nimero de cruces en el cuadrante blanco
(Figura 16E), en este parametro no se encontraron cambios significativos (p>0.05)
entre grupos experimentales a pesar de que se observa una tendencia a
incrementar el porcentaje de numero de cruces en la zona de la plataforma/nimero
de cruces en el cuadrante blanco por parte del grupo de 40 pug/kg Hc-TeTx + AR25-
35 (37.2 £ 6.2 %) y el grupo de 20 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 (29.4 + 6.6 %) con
respecto al grupo SSI + AB25-35 (17.0 £ 4.6 %).
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Figura 16. La administracion intramuscular de 20 pg/kg y 40 pg/kg de Hc-TeTx evita el
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6.4 La administracion intramuscular de 20 ug/kg y 40 ug/kg de Hc-TeTx mejora
el desempenfo de las trayectorias de nado en ratas lesionadas con el péptido
AB25-35 en la regién CAl del hipocampo durante la prueba de memoria

espacial

Las trayectorias de navegacion permiten conocer la capacidad que poseen
los sujetos experimentales para evocar la informacion previamente adquirida y
saber las estrategias que son utilizadas para encontrar la plataforma de escape.
Durante la prueba de aprendizaje espacial las trayectorias nos indican que los
sujetos experimentales han adquirido la informacion de la ubicacion de la plataforma
de escape (Figura 14), pero a diferencia de esta prueba, en la prueba de memoria
espacial la plataforma es retirada. El analisis de las trayectorias corresponde al
primer ensayo de la prueba de memoria espacial (Figura 17A) y el analisis del

tiempo de permanencia a través de los mapas de calor (Figura 17B).

El grupo SSI+SSI presenté una trayectoria de auto-orientacion al primer
cruce del lugar donde se hallaba la plataforma de escape, al acercarse a la
plataforma, pero no lograron llegar a la zona exacta y volver a reorientar su cuerpo
para regresar al cuadrante blanco y atravesar exactamente donde se encontraba la
plataforma de escape. En el resto de la trayectoria también tuvieron nados dirigidos
hacia el cuadrante sureste (cuadrante blanco) y hacia la plataforma de escape
realizando varios cruces en esta zona. Ademas, en el mapa de calor se puede

observar que el grupo permanece la mayoria del tiempo en el cuadrante blanco.

Los grupos de 20 pg/kg Hc-TeTx + SSI y de 40 pg/kg Hc-TeTx + SSI
presentan una trayectoria de escaneo durante los 90 segundos que dura la prueba
de memoria espacial, sin embargo la trayectoria al primer cruce con el sitio donde
se encontraba la plataforma de escape es similar al de auto-orientacion, donde al
comenzar la trayectoria se acercan al cuadrante blanco sin éxito de llegar al sitio
exacto de la plataforma para volver a orientar su cuerpo y después cruzar en el sitio

de la plataforma de escape.
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Figura 17. La administracion intramuscular de 20 pg/kg y 40 pg/kg de Hc-TeTx mejora el
desempefio de las trayectorias de nado en la prueba de memoria espacial en ratas lesionadas
con el AB25-35. A) Se muestran las trayectorias representativas del desempefio de la prueba de
memoria espacial. Se resalta en color oscuro la trayectoria al primer cruce donde se encontraba la
plataforma de escape. B) Se muestran los mapas de calor correspondientes a la media del tiempo

de permanencia durante los 90 segundos de la prueba de memoria espacial.
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En los mapas de calor podemos observar que, en ambos grupos de 20 ug/kg
Hc-TeTx + SSly de 40 pg/kg He-TeTx + SSI, permanecen la mayor parte del tiempo
en el cuadrante blanco similar al grupo SSI + SSI.

Por otro lado, el grupo SSI + AB25-35 a diferencia de todos los grupos
experimentales presenta una trayectoria enfocada hacia el cuadrante opuesto
donde se localizaba la plataforma de escape, aunque se observa que realiz6 solo
pocos cruces hacia la zona exacta donde se localizaba la plataforma de escape su
trayectoria durante la prueba demuestra una busqueda aleatoria. Lo anterior
descrito se relaciona con el mapa de calor que representa el tiempo de permanencia
durante toda la prueba y se observa que el cuadrante opuesto al cuadrante blanco

la zona se encuentra coloreada de un azul mas intenso.

Finalmente, los grupos de 20 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 y el grupo de 40
Hg/kg He-TeTx + AB25-35 presentan una trayectoria de nado dirigido en el primer
cruce con la zona exacta donde se encontraba la plataforma de escape, sin
embargo, el resto de la trayectoria el grupo de 20 ng/kg Hc-TeTx + AB25-35 presenta
una busqueda de escaneo y auto-orientacion para poder cruzar la zona exacta de
la plataforma. En cambio, el grupo de 40 pg/kg Hc-TeTx + AB25-35 su trayectoria
se enfoca en la zona del cuadrante blanco, realizando nados directos hacia la zona
exacta de la plataforma, relacionandolo con lo que se observa en el mapa de calor,
donde la zona exacta de la plataforma y el cuadrante blanco se colorean de color

verde, es decir, permanecen mayor tiempo ahi que en las otras zonas.
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7. DISCUSION

En los dltimos afos, evidencias experimentales han reportado y destacado
gue el fragmento Hc-TeTx posee capacidades neurotréficas al imitar la accion de
las neurotrofinas (Gil et al., 2000,2001; Moreno-Igoa et al.,2010). Por tal motivo,
evaluar el efecto de la administracion intramuscular de las dosis de 20 pg/kg y de
40 pg/kg del fragmento Hc-TeTx en ratas previo a lesionarlas en la region CA1L del
hipocampo con el péptido AB25-35 proporcionara informacion del potencial tréfico
del fragmento Hc-TeTx sobre los procesos de aprendizaje y memoria espacial, y por
lo tanto proponer que el efecto del fragmento Hc-TeTx es dependiente de la dosis.

El hipocampo es una de las estructuras mas estudiadas, puesto que se ha
propuesto que su funcién es importante para el proceso de memoria (Broadbent et
al.,, 2004; Martin & Clark., 2007), y debido a esto, en el laboratorio de
Neurofarmacologia se ha demostrado que el dafio experimental con la
administracion del péptido AB25-35 en la regiéon CA1 del hipocampo en rata causa
déficits en el aprendizaje y memoria de tipo espacial (Netzahualcoyotzi-Piedra.,
2009; Limédn et al., 2009; Diaz et al.,2010, Patricio-Martinez et al., 2019).

En el primer objetivo de este proyecto se utiliz6 el LAM para evaluar el
aprendizaje espacial durante 5 dias consecutivos (dia 10-14 post-cirugia) ya que el
hipocampo es una region que participa activamente en la adquisicion de la
informacion (O'Keefe y Nadal, 1978; Morris, 1984; Martin & Clark., 2007). En este
proyecto se demostrd que el aprendizaje espacial no se modificé en ningin grupo
experimental (Figura 13), aunque en previos estudios se ha demostrado que la
lesion bilateral con el péptido AB25-35 en el hipocampo induce el deterioro del
proceso de adquisicion en el LAM (Netzahualcoyotzi-Piedra, 2009; Ortega et
al.,2014; Zeng et al.,2019) y cuando se evallo en el laberinto radial de 8 brazos
(Pérez-Severiano et al.,2004; Cuevas et al.,2009; Diaz et al.,2010). Sin embargo, el
resultado encontrado en este proyecto puede correlacionar con otros reportes
previos (Ramirez et al., 2018, 2019), ya que al evaluar el aprendizaje 6 dias después
de la inyeccion de este péptido no se encontraron cambios en la tarea de
aprendizaje espacial pero si en el desempefio de memoria espacial.
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En la regién hipocampal durante el aprendizaje espacial se lleva a cabo la
formacion de mapas espaciales o cognitivos (O'Keefe y Nadal, 1978) siendo de este
un aprendizaje espacial de tipo alocéntrico que se encuentra altamente relacionado
con la navegacion espacial a través de la integracién por rutas y puntos de
referencias (sefiales distales). En el primer dia de aprendizaje todos los animales
realizaron trayectorias de tigmotaxis, es decir, trayectorias que se encuentran
estrechamente relacionadas con procesos de ansiedad, pero no con procesos de
aprendizaje espacial (Graziano et al., 2003; Korz., 2006). Esto implica que la
busqueda se traduzca en un numero menor de intentos para poder localizar la
plataforma dando como resultado una latencia mayor e igual a los 90 segundos
(Figura 13) y una ejecucion de una distancia recorrida prolongada (Figura 14). En
los dias posteriores todos los grupos experimentales progresaron de la tigmotaxis a
trayectorias de busqueda y exploracion aleatoria, que se definen como trayectorias
asociadas al aprendizaje espacial de tipo egocéntrico. Sin embargo, en los grupos
de 20 pug/kg Hc-TeTx + SSl y de 20 pg/kg He-TeTx + AB25-35 estas trayectorias son
persistentes durante tres dias consecutivos, pero en el Ultimo dia, las trayectorias
fueron de busqueda directa hacia la plataforma de escape (Figura 15). Por lo tanto,
este hecho que se encontré afirma que, durante el desarrollo de la tarea espacial,
el aprendizaje egocéntrico delimita y subyace para que se comience a realizar el
aprendizaje espacial de tipo alocéntrico (Morris, 1984; Dimattia y Kesner, 1988),
dando como resultado la precision de nados dirigidos utilizando una matriz de

sefales distales y la progresiva disminucion de la distancia recorrida (Figura 14).

Sin embargo, la estrategia del grupo SSI + AB25-35 no correlaciona por
completo con el hallazgo anterior, puesto que aprende a localizar la ubicacion de la
plataforma con latencias de escape y con valores de distancia recorrida similares a
los demés grupos experimentales (Figura 13,14), pero adopta estrategias
independientes de las sefiales distales por lo tanto su navegacién se encontraria
dentro de una operacién memorizada basado en ruta de auto-orientacion del propio
cuerpo (Vorhees & Williams., 2014). Por tal motivo, se sugiere que el déficit de uso
de estrategias alocéntricas que se encontrd en el grupo lesionado con el péptido

AB25-35 sea ocasionado porque existe una disrupcion en la comunicacién celular
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de la region del hipocampo debido a los efectos téxicos que comienza a
desencadenar el péptido AB25-35, mientras que los tratamientos con las dosis de
20 pg/kg He-TeTx y de 40 upg/kg del fragmento Hc-TeTx previo a la lesion, se
demostré que tienen la capacidad de adquirir la informacién e integrar las sefiales
distales ejecutando estrategias alocéntricas de manera similar a los grupos
controles. Estas evidencias también nos permiten proponer que, ademas de la
participacion del hipocampo, otros nucleos se encuentran involucrados para el
desempefio del aprendizaje espacial: el estriado, nucleo responsable de la
ejecucion de estrategias alocéntricas independientes de sefiales distales (Vorhees
& Williams., 2014).

La memoria espacial no suele formarse al instante de recibir la informacién,
sino que esta constituida por tres fases: la codificacion, la consolidacion y la
recuperacién (Kandel, 2001; Squire., 2004) que dependen de la integridad del
sistema glutamatérgico (Myhrer et al., 2003). En este presente proyecto, se
demostrd que la administraciéon intrahipocampal del péptido AB25-35 genera un
deterioro en la memoria espacial, consecuencia de la alteracién en la funcion del
hipocampo debido a los efectos toxicos como: la generacion de estrés oxidativo y
nitrosativo, la formacién de canales i6nicos que son permeables a Ca?* y la sobre
activacion de los NMDAR que conducen a la activacion de enzimas involucradas en
la generacion de NO, provocando un proceso de neuroinflamacién crénica que
finaliza en la activaciéon de eventos apoptéticos que determina la degeneracion y
muerte neuronal (Harris et al., 1995; Varadajan et al., 2001; Verdier y Penke., 2004,
Stepanichev et al., 2008; Limén et al., 2009; Diaz et al., 2011,2012; Ramirez et al.,
2018). Estos eventos no se vieron reflejados puntualmente en el proceso de
aprendizaje espacial, pero si en la memoria espacial, asociando que el dafio toxico
del péptido AB25-35 es progresivo y al dia veinticuatro post-cirugia el circuito
neuronal que participa en el procesamiento y la recuperacion de la informacion esta

alterada (Stepanichev et al., 2003; Ramirez et al., 2018).

Este déficit de memoria espacial del grupo lesionado con el péptido AB25-35

explica por qué los animales no lograron asociar e integrar las sefiales distales para
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la formacion del mapa alocéntrico, evidenciado por la tendencia a permanecer
menor tiempo en el cuadrante blanco (Figura 16B) que se relaciona con un menor
namero de cruces en la zona exacta dénde se encontraba la plataforma de escape
(Figura 16D), dando como resultado la ejecucion de estrategias egocéntricas
(Figura 17A, Figura 17B). Situacion que muestra, que el hipocampo participa en el

desemperio de tareas espaciales.

Por otra parte, este estudio demuestra que a diferencia del grupo lesionado
con el péptido AB25-35, los grupos con la administracion intramuscular de las dosis
de 20 pg/kg y 40 pg/kg del fragmento Hc-TeTx previo a la lesion intrahipocampal en
la region CA1 con el péptido AB25-35 recuperan y evocan la informacion al dia 24
post-cirugia, demostrando que el fragmento Hc-TeTx tiene actividad trofica al
interactuar con los receptores Trk ya que actla como una neurotrofina al activar
vias involucradas en la sefializacion y supervivencia neuronal (Gil et al.,2000,2001;
Chaib-Oukadour et al., 2004). Este efecto tréfico se evidencia con la tendencia en
los pardmetros evaluados: el aumento del tiempo de permanencia en el cuadrante
blanco (Figura 16B), un mayor niumero de cruces en la zona exacta donde se
encontraba la plataforma de escape (Figura 16D) y en la ejecucion de trayectorias
alocéntricas (Figura 17A), sin embargo, se muestra un efecto mayor con la
administracion de 40 pg/kg de Hc-TeTx.

Una de las vias que activa el fragmento Hc-TeTx por medio de los receptores
Trk es la via PI3-K/Akt. La via PI3-K/Akt se encuentra involucrada en procesos de
supervivencia neuronal, de manera que la activacion de esta via ocasiona la
inhibicion de moleculas pro-apéptoticas como BAD, molécula que promueve
apoptosis, y GSK3p (glucogéno sintasa quinasa-3p), que se ha demostrado que en
grandes cantidades de GSK3p en cultivos neuronales produce apoptosis (Huang &
Reichardt.,2003). También, la activacion de los receptores Trk regula la fuerza y
plasticidad sinaptica en el sistema nervioso central. Por ello, otra via de sefializacion
celular que se activa es la via PLC-y, via que controla la modulacién de transmision
y plasticidad sinaptica. En esta activacion se promueve la liberacién de Ca?* que da

como resultado la activacion de enzimas dependientes de Ca?* como la PKC
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(proteina quinasa C) y las proteinas quinasas reguladas por Ca?*calmodulina
necesaria para el crecimiento neuritico y la estimulacion de Erk, ademas de que en
estudios se ha demostrado que la sefializacion de TrkB en el sitio de acoplamiento
en PLC-y es importante para el mantenimiento de LTP que se lleva en la region del
hipocampo (Huang & Reichardt., 2003; Reichardt., 2006; Scott-Solommon &
Kuruvilla., 2018). Por lo tanto, se sugiere que los animales que recibieron la
administracion intramuscular del fragmento Hc-TeTx previo a la lesion con el péptido
AB25-35 recuperan y evocan la informacién de la ubicacién de donde se encontraba

la plataforma de escape consecuencia de la activacion de los receptores Trk.

En los resultados del presente proyecto se muestra que la administracion del
péptido AB25-35 en la region CA1l del hipocampo no modifica el aprendizaje
espacial pero si afecta el uso de estrategias de tipo alocéntrico dependiente
totalmente de la funcionalidad del hipocampo, indicando que existe la participacion
de otros nucleos cerebrales como el estriado para que se lleve a cabo la adquisicion
de la informacion, pero no se descarta la posibilidad de que el septum medial y el
cerebro basal anterior también estén involucrados. Sin embargo, este déficit de
estrategias alocéntricas se ve reflejado de manera progresiva en la memoria
espacial dénde se exhibe que el rendimiento del procesamiento y recuperacion de
la informacién se ve deteriorada debido a que existe una disrupcion en la
comunicaciéon celular de la region del hipocampo. En cambio, la administracion
intramuscular de las dosis del fragmento Hc-TeTx previo a la lesion con el péptido
AB25-35 mejora la recuperacién de la memoria espacial, probablemente a la
interaccion de esta molécula protectora con los receptores Trk y su posterior
activacion de vias de supervivencia y proliferacion neuronal. Sin embargo, es
necesario indagar mas sobre los mecanismos que desencadenan los Trk y la
farmacocinética y farmacodinamia del fragmento Hc-TeTx en la regién hipocampal
gue se encarga de llevar a cabo funciones de tipo espacial, por lo cual es importante
continuar con la investigacion del efecto potencial neuroprotector que puede

presentar el fragmento Hc-TeTx en modelos de neurodegeneracion.
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8. ESQUEMA HIPOTETICO
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Figura 18. Esquema hipotético del efecto de la administracion intramuscular
de las dosis de 20 pug/kg y 40 pg/kg del fragmento Hc-TeTx contra los efectos
toxicos del péptido AB25-35 en laregion CA1 del hipocampo. El fragmento Hc-
TeTx posee la capacidad de realizar transporte retrégrado desde la terminal
nerviosa de una motoneurona hasta el SNC. El fragmento Hc-TeTx al ser
administrado por via intramuscular a dosis de 20 pg/kg y 40 pug/kg un dia previo a la
lesién con el péptido AB25-35 en la region CA1 del hipocampo previene los efectos
toxicos que desencadena dicho péptido, puesto que el fragmento Hc-TeTx es capaz
de interaccionar con los receptores Trk. Esta interaccion, provoca la activacion de
vias de sefializacibn que se encuentran involucradas en la supervivencia y
diferenciacion neuronal: PI3K/Akt, Ras/IMAPK y PLC-y; evitando el proceso de
apoptosis que conlleva a la muerte neuronal que resulta en un deterioro cognitivo,
provocado por la accidn toxica del péptido AB25-35. Consecuentemente se observa
un mejor desempefio en la tarea de memoria espacial.
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9. CONCLUSIONES

1. La administracion intramuscular a una dosis de 20 pg/kg y 40 pg/kg del
fragmento C-terminal de la toxina toxica no modifica el proceso de
adquisicién de informacion en la prueba de aprendizaje espacial en ratas

lesionadas con el péptido AB25-35 en la region CA1 del hipocampo.

2. La administracién intramuscular a una dosis de 20 pg/kg y 40 pg/kg del
fragmento C-terminal de la toxina toxica previene el deterioro de la memoria
espacial y mejora la ejecucién del desempefio en las trayectorias de
navegacion en ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en la region CA1 del

hipocampo.
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10. PERSPECTIVAS

1. Evaluar el efecto de la administracion intramuscular de las dosis de 20 pg/kg
y 40 pg/kg del fragmento C-terminal de la toxina tdxica sobre la activacion de
células gliales en ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en la regién CAl

del hipocampo.

2. Evaluar el efecto de la administracion intramuscular de las dosis de 20 ug/kg
y 40 ug/kg del fragmento C-terminal de la toxina toxica sobre el dafio neuronal
en ratas lesionadas con el péptido AB25-35 en la region CA1 del hipocampo.

3. Evaluar el efecto de la administracion intramuscular de las dosis de 20 ug/kg
y 40 pg/kg del fragmento C-terminal de la toxina tetanica sobre la activacion
de las vias de sefalizacion de los receptores Trk en ratas lesionadas con el
péptido AB25-35 en la region CA1 del hipocampo.
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