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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA)  es una de las formas más comunes 
de demencia que se presenta en la vejez, siendo esta, el resultado de una 
pérdida significativa de contactos sinápticos y células neuronales, en regiones 
del cerebro que son importantes en los procesos superiores del cerebro. 
Aunado a la pérdida sináptica y neuronal se presentan dos características 
histopatológicas: las placas seniles y la marañas neurofibrilares, las cuales 
tienen una disposición diferencial a lo largo de la enfermedad como lo muestra 
el análisis de Braak y Braak, en el cual es claro que la corteza trans-entorrinal 
es la  primera zona alterada. Esto trae como consecuencia la pérdida de la 
inervación hacia el giro dentado, siendo este, el primer punto de pérdida 
sináptica masiva que coincide con los síntomas asociados al déficit cognitivo, 
la memoria espacial y en general a la afectación de la memoria declarativa. Por 
su parte, los depósitos de ß-amiloide principal componente proteico de las 
placas seniles, se encuentra en las áreas escasamente mielinizadas de la 
neocorteza basal, desde este punto se extienden a las áreas adyacentes y 
hacia el hipocampo. Muchas líneas de investigación han demostrado la eficacia 
neurotóxica la proteína  ß-amiloide. Este péptido al interactuar con neuronas es 
capaz de inducir la muerte neuronal. Pero a pesar de esto la etiología de la 
enfermedad no ha sido esclarecida, por lo que no existe hasta el momento un 
diagnóstico eficaz ni tratamiento alguno. El propósito de este trabajo es 
desarrollar modelos experimentales que contribuyan al conocimiento de la 
toxicidad que produce el fragmento activo de la proteína ß-amiloide sobre las 
terminales nerviosas aisladas, así como, explorar el efecto de la 
desaferentación del giro dentado en la expresión de marcadores del ciclo 
celular, después de lesionar la corteza entorrinal en el cerebro de la rata. Los 
resultados de este trabajo indican que la alteración de la homeostasis de calcio 
interno en las terminales nerviosas al aplicar rianodina, es una condición que 
promueve la toxicidad del fragmento activo 25-35 de la proteína ß -amiloide. 
Por otro lado, se ha desarrollado el modelo in vivo de desaferentación del giro 
dentado que ha arrojado información referente a la activación de moléculas 
relacionadas con el ciclo celular, cuyo significado funcional no podemos 
explicar por el carácter explorativo de este modelo experimental.

Abstract



Alzheimer disease, is one of the most common forms of dementia that appears 
with old age, being  the result of a significant loss of synaptic contacts and 
neuronal cells in regions of the brain that are important in the top processes of 
the brain. Together with the synaptic and neuronal loss two histopathologic 
characteristics are present: the senile plaques and the neurofibrillary tangles, 
which have a distinguishing disposition along the illness like it is showed by the 
analysis of Braak and Braak. From this analysis it is clear that the trans-
entorrinal cortex is the first zone to become irregular, taking the loss of the 
innervation as a consequence towards the dentate gyrus, being this the first 
point of massive synaptic loss that coincides with the symptoms associated with 
the cognitive deficit, the spatial memory, and in general to the affectation of the 
declarative memory.
For its part, the deposits of ß-amiloyd, principal protein component of the senile 
plaqueses, is in the scantly myelinic areas of the basal neocortex; from this 
point, they spread to the adjacent areas and towards the hyppocampus. Many 
lines of investigation have demonstrated the neurotoxic efficacy of the ß-
amiloyd protein. On having interacted with neurons, this peptide can induce 
neuronal death. But despite the etiology of the illness, it has not yet been 
clarified the precise diagnosis neither exists any treatment. 
The aimof this work was developed experimental models that contribute to the 
knowledge of the toxicity that produces the active fragment 25-35 of the protein 
ß-amiloyd on isolated nerver terminals (synaptosomes), as well as to explore 
the desaferentation effect of the dentate gyrus on expression of markers of the 
cell cycle reactivation, after injuring the entorrinal cortex in the brain of the rat. 
The results of this work indicated that the alteration of the internal calcium 
homeostasis in the rat nerve terminals on having applied ryanodin, is a 
condition that potentiates the toxicity of the active fragment 25-35 of the -
amiloyd protein. 
On the other hand, the in vivo model of desaferentation of the detate gyrus has 
provided information regarding the activation of molecules related to the cellular 
cycle



Hoja de abreviaturas

Aß.- Proteína ß-amiloide
ADNm.- Ácido desoxiribonucléico mitocondrial
ADNn.- Ácido desoxiribonucléico nuclear
AF.- Alzheimer de tipo familiar
Ala.- Alanina
APOE4.- Apolipoproteína E4

ARN.- Ácido ribonucléico 
ARNm.- Ácido ribonucléico mensajero
ARNm.- Ácido ribonucléico mensajero
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cdks.- Cinasas dependientes de ciclina
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EA.- Enfermedad de Alzheimer
EGTA.- Ácido etilenediaminotetraacetico
FHA.- Filamentos helicoidales apareados
GTP.-Guanosil trifosfato
H2O2.- Peróxido de hidrógeno
Ile.-Isoleucina
K+.- Ion potasio
kD.- Kilo daltones
KPI.- Inhibidor de proteinasa de tipo Kazal
LDH.-Deshidrogenasa láctica
Leu.- Leucina
LTP.- Potenciación a largo plazo
Lys.- Lisina
MAPK.- Proteína cinasa activada por mitógeno
MT.- Microtúbulos
MTT.- 3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difenil tetrazodio
PCNA.- Antígeno nuclear de proliferación celular
PPA.- Proteína precursora del amiloide
pRb.- Proteína del retinoblastoma
SNC.- Sistema Nervioso Central
tau.- Proteína tau



I.- INTRODUCCIÓN

Las características propias de los grupos celulares que conforman los 

diferentes órganos, tejidos y sistemas les confieren funciones particulares. La 

pérdida de la función atribuída a cada uno de los sistemas conocidos depende 

de un gran número de factores que se pueden relacionar directamente con la 

pérdida de elementos celulares o subcelulares. La identificación puntual de 

alteraciones en los organismos ha llevado a caracterizar patologías, sin 

embargo, en algunas  patologías como en la enfermedad de Alzheimer (EA), 

los síntomas típicos del padecimiento se asocian con alteraciones 

multifactoriales y multiregionales, lo que ha complicado la comprensión del 

origen de este padecimiento. A pesar de esto, en términos generales, esta 

enfermedad resulta de la pérdida sináptica y neuronal, de tal suerte que 

durante los últimos años se han desarrollado muchos trabajos enfocados a 

tratar de investigar las condiciones en las cuales se favorecen alteraciones 

sinápticas que tienen como consecuencia el déficit funcional y el 

remodelamiento de las conexiones neuronales, así como, la pérdida de 

elementos celulares interconectados. 

Alrededor de ésto, algunos investigadores consideran el problema de la 

muerte celular como el resultado final de un proceso de desarrollo y 

maduración anatomofuncional, genéticamente programado, mientras que otros 

estudios se enfocan a los acontecimientos que determinan la muerte selectiva 

de poblaciones celulares o elementos subcelulares  expuestos a condiciones 

de estrés externo o desajuste en los mecanismos de homeostasis interna. 

Cualquiera que sea el mecanismo involucrado, la neurociencia básica y 

clínica ha determinado que estos procesos patológicos comparten dos 

aspectos comunes, el primero es que la degeneración neuronal se inicia 

después de un periodo de diferenciación y función normales y el segundo que 

solo se afectan poblaciones selectivas de neuronas.           

El trabajo que se presenta a continuación tiene como objetivo el analizar 

algunas condiciones que pueden ser relevantes para la integridad sináptica en 

un modelo in vitro de terminales nerviosas aisladas expuestas al fragmento 

activo 25-35 de la proteína ßA que es el principal componente de las placas 

seniles en la EA y por otro lado valorar el efecto de alterar la citoarquitectura de 



la corteza entorrinal en la expresión de marcadores del ciclo celular en la 

neuronas blanco del hipocampo de la rata.

II.- LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER, CARACTERÍSTICAS DE LA 

ENFERMEDAD Y MARCADORES HISTOPATOLÓGICOS

La EA es una de las enfermedades neurodegenerativas más 

devastadoras que afecta a varios millones de pacientes en todo el mundo. 

Hasta el momento no hay ninguna prueba definitiva para el diagnóstico en vida 

del paciente ni tampoco existe un tratamiento efectivo. Se calcula que hacia el 

año 2025, el número de personas con Alzheimer será de 22 millones.

A principios del siglo XX el médico alemán Alois Alzheimer, describió la 

EA (Berrios y Freeman, 1991) a partir de los estudios histopatológicos que 

realizó en el cerebro de una mujer de 50 años fallecida después de cuatro años 

de evolución en un cuadro demencial. Cuando murió en 1906, el análisis 

anatomopatológico por medio de métodos de impregnación argéntica, tinción 

con rojo congo y tioflavina, reveló densos depósitos, hoy llamados placas 

neuríticas o placas seniles, afuera y alrededor de las neuronas. A la vez dentro 

las neuronas se encontraron fibras entrelazadas de proteína, hoy conocidas 

como marañas neurofibrilares. Estos hallazgos son muy importantes puesto 

que en la actualidad el diagnóstico definitivo de la EA es solo posible cuando la 

autopsia revela estas dos alteraciones celulares.

La EA es una de las causas más comunes de demencia en 

personas de edad avanzada. De hecho del 40% al 60% de las personas de 

mas de 60 años que presentan demencia, padecen Alzheimer. Las 

manifestaciones clínicas más evidentes son la profunda pérdida de la 

memoria, disminución de la capacidad de elaborar tareas rutinarias, 

alteración del juicio, cambios en la personalidad, dificultad para aprender 

y alteraciones en los patrones del habla (para revisión ver: Arias, 1999; 

Selkoe 2002). 

Estos síntomas se pueden dividir a grandes rasgos en tres etapas. 

La primera se inicia con la pérdida de la memoria a corto plazo, pérdida 

de la memoria topográfica y desorientación espacio-temporal. En la 

segunda existe un deterioro de todos los aspectos de la memoria, 



disfasias, (daño del lóbulo parietal) y deterioro de la personalidad, 

manifestándose primeramente con la pérdida del juicio y la capacidad de 

pensamiento abstracto, pudiendo terminar en un franco estado sicótico. 

En esta etapa se han reportado algunos episodios epilépticos. En la 

tercera etapa el deterioro intelectual es severo y el paciente pierde todo 

contacto consciente con el mundo que lo rodea, no reconociendo a sus 

propios familiares e incluso no reconociendo su propia imagen en el 

espejo; hay un aumento en el tono muscular e incontinencia de 

esfínteres. En esta etapa el paciente se encuentra en un estado crítico y la 

muerte se presenta de 6 a12 años a partir de que se inicia la enfermedad 

(para revisión ver: Arias, 1999).        

De alguna manera la investigación básica para tratar de entender la EA 

se ha enfocado en la búsqueda de la posible etiología de las características 

histopatológicas, que se han considerado por algunos autores como la 

consecuencia y no la causa de la degeneración. A continuación se menciona 

algunas de las particularidades de las marcas histopatológicas de la EA.

II.1.- ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO

El citoesqueleto neuronal está formado por una densa red de proteínas 

fibrilares que proporciona una trama molecular a las neuronas para darle 

soporte y definir su forma. Por sus características el citoesqueleto permite a las 

neuronas experimentar cambios dramáticos ante una gran variedad de 

estímulos y se relacionan estrechamente con procesos de desarrollo, 

plasticidad, envejecimiento y muerte (Daniels.,1972; Black y Green, 1982). Una 

gran variedad de proteínas se encuentran formando parte de esta red, 

permitiendo el arreglo de tres tipos de estructuras principales: los 

microfilamentos, los neurofilamentos y los microtúbulos. Los microtúbulos 

parecen ser estructuras del citoesqueleto cuya alteración bioquímica lleva a la 

muerte de la célula en la EA (Delacourete y Defossez, 1986), aunque también 

se han reportado cambios en las proteínas que componen los neurofilamentos.

En el cerebro de pacientes con EA el citoesqueleto de un gran número 

de neuronas se desagrega progresivamente y aparecen haces de filamentos 

helicoidales apareados (FHA). Estos FHA se asocian produciendo las llamadas 



marañas neurofibrilares que se localizan principalmente en el cuerpo neuronal 

y llenan casi todo el citoplasma de las células afectadas (Iqbal y Grundke-Ikbal, 

1991).

Una de las proteínas asociadas a los microtúbulos axonales, que 

permite una mayor estabilización de ellos, es la proteína tau. Esta proteína se 

considera un marcador importante en la EA, en virtud de que es el componente 

bioquímico más abundante que se encuentra en los FHA. La tau que 

normalmente contiene 2-3 moles de fosfato aparece hiperfosforilada, con 5-9 

moles de fosfato por mol de tau. La porción de proteína tau modificada 

disminuye enormemente su capacidad de unirse a los microtúbulos, 

precisamente en aquellas regiones del cerebro que contienen niveles altos de 

tau modificada y numerosas lesiones neurofibrilares (Dickson y Yen, 1989). La 

fosforilación anormal de la proteína tau contribuye a un ensamblaje defectuoso 

en los microtúbulos, lo que consecuentemente puede impedir el flujo 

axoplásmico normal y conducir a la neurodegeneración. Los cambios en las 

proteínas del citoesqueleto son solo uno de los indicios de anormalidades y 

manifestaciones metabólicas generales que pueden afectar el comportamiento 

neuronal y por ende, ser la causa de la muerte neuronal en la EA (Davies., 

1994).  

Cabe mencionar que la distribución de las marañas neurofibrilares en la 

EA tiene un orden espacio temporal diferencial, apareciendo en primer lugar en 

la corteza trans-entorrinal extendiéndose posteriormente a áreas 

mecencefálicas y corticales. De hecho la presencia de FHA en la corteza trans-

entorrinal coincide con la primera etapa de la sintomatología clínica descrita 

anteriormente referente a la deficiencia cognitiva.

Algunos investigadores han tratado de comprender el mecanismo de 

fosforilación de la proteína tau, de lo cual se ha encontrado que algunas 

cinasas como Cdk5 y GSK3 pueden ser, al menos in vitro, responsables de la 

fosforilación de tau. Por otro lado, la presencia de la ciclina D que al estar 

involucrada e la división celular, ha hecho pensar que algunos defectos en el 

control del ciclo celular (arresto celular) pudieren ser la causa de la fosforilación 

anormal de tau.

II.2.- PROTEÍNA ßETA AMILOIDE



Como ya se mencionó, los dos marcadores histopatológicos clásicos de 

la EA son las placas seniles y las marañas neurofibrilares. La acumulación de 

fibrillas insolubles de proteína ß-amiloide (Aß) forman parte de las llamadas 

placas seniles que se localizan particularmente en el parénquima y en las 

paredes de los vasos sanguíneos del cerebro y de las meninges. 

Las placas seniles están formadas por grupos de neuritas distróficas y 

procesos celulares gliales que rodean un núcleo de proteína Aß y que se 

localizan principalmente en áreas de neocorteza, el hipocampo y la amígdala. 

Alrededor del 25% del peso seco de la placa consiste en material proteínico del 

cual, los péptidos amiloides forman el 70% (Miller et al., 1993). Muchas otras 

proteínas han sido identificadas en las placas seniles incluyendo a la alfa-

antiquimotripsina, la apoliproteina E, algunas proteasas lisosomales (Cataldo y 

Nixon, 1990) y algunas enzimas antioxidantes (Pappolla  et al., 1992). No se 

sabe, hasta el momento, si estas proteínas asociadas coadyuvan a formar las 

placas o solo son absorbidas por la formación amiloide. 

Amiloide es el término genérico de una clase de péptidos que 

usualmente derivan de una proteína precursora llamada proteína precursora 

del amiloide (PPA), los cuales, bajo condiciones fisiológicas se agregan para 

formar filamentos insolubles de alrededor de 7-9 nm de ancho (fibras 

amiloideas). Estas fibras se acumulan en depósitos esféricos en el tejido 

cerebral (placas seniles) y la microvasculatura meníngea. Algunos estudios 

han demostrado que el amiloide vascular en la EA contiene un péptido de 

alrededor de 4 kD (Glenner y Wong, 1984). La secuencia peptídica de éste, ha 

sido aislada del centro de las placas neuríticas y se le conoce como péptido A4 

o Aß  (Masters et al., 1985). El péptido de Aß más largo que se ha aislado de 

las placas seniles contiene de 42-43 aminoácidos comenzando con Asp-1 y 

terminando con Ala-42 o Thr-43 (Miller et al., 1993). Además el análisis 

bioquímico de los depósitos amiloideos revela que el Aß presenta una 

estructura secundaria antiparalela de tipo -planar lo que le da un carácter 

hidrofóbico (Glenner y Wong, 1984). 

El Aß se puede encontrar en su forma no agregada o en forma 

agregada. Cuando éste se deposita en su forma no agregada se denomina 

depósito inmaduro o difuso y se suele localizar sobre el cuerpo de las neuronas 



y/o en los procesos neurales, éstas están libres de cualquier proceso neurítico 

y son considerados como péptidos monoméricos del Aß  (Arias, 1999). No es 

claro, si los depósitos inmaduros de Aß  maduran en fibras amiloides que 

eventualmente se convierten en placas seniles (forma agregada). Por su parte 

los depósitos agregados o placas seniles como se menciona anteriormente, se 

componen de neuritas y glia reactiva dispuestas sobre un material positivo a la 

tinción con tioflavina y Rojo Congo y se observan más frecuentemente en 

amígdala, hipocampo y neocorteza.

Un hecho interesante es que en el cerebelo de pacientes con EA se han 

observado altos niveles de estos depósitos inmaduros, acompañados de bajos 

niveles de las clásicas placas seniles. Lo anterior ha permitido sugerir la 

posibilidad de que los depósitos difusos posteriormente  formen placas 

maduras o, que la especificidad de ciertos factores de la corteza cerebral 

jueguen un papel crítico en la formación de las placas seniles a partir de 

depósitos difusos de Aß (Burdick et al., 1992). Aparentemente las placas 

seniles en la EA están formadas por agregados que derivan de varias fuentes 

de lo cual se ha sugerido que el péptido 1-41 y el 1-42 presentan una mayor 

tendencia a agregase que el  péptido 1-40 (Robakis, 1987).

Como ya se ha mencionado, el Aß es parte de una larga proteína 

precursora, la PPA, de la cual se conocen al menos tres isoformas de 695, 751 

y 770 aminoácidos (Kang et al., 1987; Robakis et al., 1987; Tanzi et al., 1988). 

Estas isoformas derivan un gen en el cromosoma 21 (Robakis et al., 1987). La 

PPA es una  glicoproteína integral de la membrana que contiene un largo 

dominio extracitoplasmático, una región transmembranal y una corta secuencia 

citoplasmática (Robakis et al., 1987). Además la PPA es una proteína ubicua, 

sintetizada en la glía, en neuronas y en prácticamente todos los tejidos y líneas 

celulares y tienen un alto grado de conservación evolutiva (Robakis et al., 

1987). Sin embargo, nadie conoce claramente la función de esta proteína, de 

cuyo metabolismo se pueden originar fragmentos de secreción amiloidogénicos 

y fragmentos no amiloidogénicos. Las proteínas derivadas del PPA pueden 

modificarse postransduccional por: glicosilación (Refolo et al., 1989), 

fosforilación (Oltersdorf  et al., 1990), sulfatación (Weiidemann et al., 1989) y 

proteólisis  (Refolo et al., 1989; Weiidemann et al., 1989). Las funciones 

reportadas para la PPA la destacan la siguientes: promotor de la adhesión 



celular (Schuber et al., 1989), es un Inhibidores del factor de coagulación Xla 

(Smith et al., 1990), funciona como agente promotor del crecimiento en cultivos 

celulares (Saitoh et al., 1989), participa en los sistemas de transducción de 

señales (Nishimoto et al., 1993), además, puede tener un papel neuroprotector 

contra el daño en la hipoglucemia regulando los niveles de calcio (Mann et al., 

1990) y se ha detectado su papel en el tráfico de vesículas intracelulares 

(Refolo et al., 1991).

La evidencia de la participación de PPA en el desarrollo de la EA resulta 

de estudios genéticos de familias con Alzheimer de tipo familiar (AF). En 

Algunos  de estos casos la identificación de mutaciones en los codones  

PPA670,671,692,713,717 co-segregado con la enfermedad provee una evidencia 

fuerte en el sentido de que las mutaciones son patogénicas para la EA (Goate 

et al., 1991). En células in vitro se ha demostrado que las mutaciones para  el 

codón 770 de la PPA causan un incremento significativo en los niveles de los 

péptidos Aß secretados (Citron et al., 1996).

La mayoría de las proteínas secretadas a partir de la PPA se producen 

después de que éstas se procesan por un grupo de enzimas llamadas 

“secretasas” entre los aminoácidos  Lys 16 y Leu 17 de la secuencia del Aß, 

previniendo de esta forma la producción del Aß (Esch et al., 1990), por lo que 

la modulación en la actividad de estas secretasas deben jugar un papel 

importante en la amiloidosis típica de la EA.  En cultivos de células la actividad 

de las secretasas son reguladas por diversos agentes incluyendo ésteres de 

forbol (Caporaso et al., 1992), agonistas colinérgicos, particularmente por 

activación de receptores muscarínicos (Buxbaum et al., 1992). 

La secreción de la PPA se inicia en el trans-Golgi donde se forman 

vesículas que contienen a la proteína y en donde se continúa su maduración 

hacia la superficie de la célula  (Sambamurti et al., 1992). Con respecto a la 

remoción de la PPA se ha demostrado que esta proteína tiene una señal 

internalizadora en el dominio citoplasmático y se ha detectado en vesículas 

(Nordstedt et al., 1993). La reinternalización y degradación de la PPA 

probablemente involucra a los lisosomas, justamente este proceso de 

degradación puede ser el responsable de la producción de el Aß  (Haass et al, 

1992) .Sin embargo, no resulta claro hasta el momento que el Aß se genere 

justamente en la membrana plasmática  pues el Aß cuyo extremo C-terminal 



se localiza dentro de una secuencia transmembranal de PPA  debería de ser 

inaccesible para la proteólisis.

Una pregunta importante es: ¿Si el Aß es incorporado en fibras 

amiloideas derivadas de la secreción normal del péptido Aß o si se genera por 

diferentes rutas metabólicas? Por supuesto que el mejor camino para resolver 

la pregunta, sería encontrar agentes capaces de inhibir la producción o la 

secreción del Aß para entonces probar sus efectos en la formación y 

mantenimiento de los depósitos amiloideos.

Con respecto de la anterior podemos mencionar que ninguno de los 

péptidos de las placas seniles inicia en la posición del Aß 6, 3 u 11 como lo 

que se ha detectado en el amiloide vascular (Miller et al., 1993). La diferencia 

en la composición entre el Aß que no se encuentra en  las placas seniles y los 

fragmentos más pequeños de Aß que se encuentra en las placas, hace pensar 

que el origen de estos dos tipos de péptidos sea diferente y que provengan de 

fuentes diferentes (Lorenzo et al., 2000). La alta heterogeneidad encontrada 

tanto en los péptidos solubles normalmente secretados como en los depósitos 

de las fibras amiloideas sugiere que estas moléculas pueden provenir de vías 

diferentes de procesamiento del PPA y de procesos proteolíticos no 

específicos (Salinero et al., 1999). Esta observación impone limitaciones 

centrales en cuanto a la posibilidad de bloquear la formación de depósitos 

amiloideos utilizando inhibidores específicos de proteasas, pues para esto 

probablemente se necesitaría inhibir la totalidad de las diferentes proteasas 

involucradas en la producción de péptidos del Aß . Por otro lado, no es 

concebible pensar que todos los péptidos encontrados en depósitos amiloideos 

deriven de un procesamiento común del PPA a través de una vía de proteólisis 

específica. 

De tal manera que la explicación acercas del origen de los depósitos 

amiloideo no es claro aún ya que los péptidos del Aß que se secretan 

normalmente, no se agreguen en cultivos celulares para formar fibras 

amiloideas. El péptido 1-40, que se produce como resultado del metabolismo 

celular normal y el amiloide vascular son claramente capaces de formar fibras 

amiloideas estables, pero el rango de agregación de estos péptidos para 

formar estructuras ß-plegadas es un proceso muy lento en ausencia de 

agentes que favorezcan la nucleación del depósito (Jarret et al., 1992) y resulta 



que la presencia de residuos Ile 41 y Ala 42 de la secuencia de Aß incrementa 

el rango de agregación de los péptidos amiloideos. Esta observación sugiere 

que la adición de las fracciones in vivo incluye proteoglicanos (Snow et al., 

1990) o bajos niveles de residuos de 42 aminoácidos al final de los péptidos 

Aß, lo que puede incrementar el rango de formación de depósitos amiloides, al 

jugar el papel de agentes de nucleación. Adicionalmente factores como el pH 

local (Burdick et al., 1992) y fluctuaciones en la concentración de iones 

extracelulares, pueden también tener un papel determinante en la agregación 

de los péptidos amiloideos para formar fibrillas.     

Se han observado depósitos de Aß en numerosos individuos 

envejecidos sin signos aparentes de demencia, indicando que los depósitos 

amiloideos solos, no son causa suficiente para el desarrollo de la demencia. 

En apoyo a lo anterior se tienen hallazgos recientes de que un alto 

porcentaje de pacientes que padecieron de Alzheimer de tipo familiar esta 

ligado a alteraciones de un gen en el cromosoma 19 que también puede 

modificar la función o procesamiento de la PPA. Este gen se sabe que codifica 

para un tipo de apolipoproteína llamada APOE4 (Yankner, 1996). Otros genes 

que recientemente se asocian con la EA han sido localizados en los 

cromosomas 14 y 1, y codifican para las llamadas presenilina 1 y presenilina 2, 

respectivamente (Arias 1999).

Tanto en la EA como en modelos experimentales que pretenden recrear 

las condiciones que se presentan en éste padecimiento, el deterioro sináptico 

se acompaña frecuentemente de pérdida de proteínas sinápticas como 

sinaptofisina (Hsia et al., 1999; Mucke et al., 2000; Masliah et al., 2001), actina 

(Rossiter et al, 2000) y la proteína de unión a actina, debrina (Zhao et al., 

2006). Aunque el papel del Aß en estos cambios se ha reconocido en las 

últimas décadas (para revisión ver Walsh y Selkoe, 2004), hasta ahora no se 

conoce claramente la unión a nivel de mecanismos moleculares entre la 

degradación de proteínas intrasinápticas y la toxicidad del Aß, lo cual es uno 

de los objetivos del presente trabajo.

.



III.- PRINCIPALES FACTORES INVOLUCRADOS EN LA 

NEURODEGENERACIÓN

Hasta el momento se desconoce exactamente cuales son las causas de 

la EA, pero sabemos que hay dos formas típicas: la de origen genético y las de 

origen esporádico (con mucho, la más frecuente).  Mientras que para la 

primera se conocen mutaciones, la segunda implica factores comúnmente 

asociados a otros padecimientos o enfermedades neurodegenerativas.

III.1.- EL ESTRÉS OXIDANTE  Y LA DISFUNCIÓN  ENERGÉTICA 

MITOCONDRIAL EN EL ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es uno de los principales 
factores de riesgo de las enfermedades 

neurodegenerativas como lo demuestran infinidad de 
estudios en los cuales se puede detectar claramente la 

asociación entre la edad y la frecuencia de 



padecimientos debidos  a anomalías en el sistema 
nervioso. Parece ser claro que a medida que los 

organismos cumplen con las funciones que sustentan al 
metabolismo, se generan especies reactivas pro-

oxidantes que de alguna forma interactúan con los 
elementos celulares. Estos elementos celulares oxidados 

de forma sutil se van acumulando de tal manera que 
las células envejecidas presentan una proporción 

importante de elementos oxidados  o dicho de otra 
forma , una célula oxidada, es una célula vieja, la cual 

es un candidato a no poder sustentar las funciones 
celulares.

La formación de radicales libres y otras especies reactivas de oxígeno 

son causa común del daño celular y probablemente involucra la pérdida de 

neuronas asociada a condiciones patológicas. Los radicales libres se forman 

como consecuencia del funcionamiento metabólico celular normal, pero la 

excesiva producción o las fallas en los mecanismos endógenos de su 

eliminación pueden incrementar su concentración a niveles tóxicos. Los 

principales factores que favorecen el estrés oxidativo en el cerebro incluyen: 1) 

el alto contenido de ácidos grasos polinsaturados, 2) la alta tasa de consumo 

de oxígeno, 3) la vida media corta del ADNmt y 4) la relativa baja concentración 

de defensas antioxidantes. Existen evidencias de que tasas anormales de 

formación de radicales libres o de sus productos, como peróxidos lipídicos o 

malondialdehido, se producen después de ciertos periodos de hipoxia o 

isquemia (Schmidley, 1990 y Braughler, 1992); en la sustancia nigra de 

pacientes con Parkinson (Jenner, 1992) y en el cerebro de pacientes con EA 

(Subbarao, 1990).

Los principales radicales libres son el superóxido (.O2-), el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y el hidroxilo (OH-). Estas especies reactivas pueden atacar 

químicamente a diferentes moléculas y alterar sus funciones normales, 

pudiendo oxidar el ADN y causar mutaciones, u oxidar lípidos, dañar la 

membrana y aumentar la liberación de aminoácidos excitotóxicos (Pappolla et 

al., 1992)   



A su vez las alteraciones de la función mitocondrial aunadas a un 

incremento significativo del estrés oxidativo son hallazgos comunes en este 

grupo de padecimientos (Papolla et al., 1992). En la EA se han encontrado 

patrones de expresión reducida de genes tanto del ADN mitocondrial (ADNmt) 

como del ADN nuclear. Energéticamente un aspecto patológico temprano y 

prominente en la EA es la presencia de un metabolismo energético alterado 

que incluye una disminución del consumo de oxígeno y glucosa. Este déficit es 

particularmente notable en aquellas regiones cerebrales con alta densidad de 

acumulaciones extracelulares de Aß, lo que podría aumentar la toxicidad de 

esta proteína. Del análisis de mitocondrias aisladas en cerebros de 9 pacientes

con EA se describieron disminuciones de un 40% en la actividad del complejo I 

y un 53% en la actividad de la citocromo c oxidasa  (Cox) (Maurer I., 2000) Una 

pregunta interesante con respecto a la etiología de la EA es, ¿sí algunas 

alteraciones del metabolismo energético pueden predisponer a la muerte 

neuronal asociada a la presencia de una de las proteínas cuyos depósitos 

extracelulares son abundantes en este padecimiento?

En relación a lo anterior, se sabe que en otros padecimientos 

neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson, se ha observado 

reducción en la actividad del complejo 1 de la cadena de transporte de 

electrones (Shapira et al., 1990), así como se ha reportado en la EA la 

disminución de la actividad mitocondrial de la citocromo-oxidasa (Keller et al, 

1997). Aunque es algo dudoso que estos cambios sean lo suficientemente 

importantes para causar severas pérdidas neuronales, la disminución de la 

energía, si puede aumentar la vulnerabilidad de las células ante otros agentes 

citotóxicos.

Pero no solo la  presencia de especies pro-oxidantes y la disfunción 

mitocondrial estan involucradas en la muerte neuronal, debemos tomar en 

cuenta que las neuronas, poseen una alta tasa de consumo de oxígeno y poca 

capacidad de almacenamiento de energía, lo cual puede explicar su gran 

susceptibilidad al daño ante condiciones de compromiso metabólico. Las 

situaciones más características de inducción de muerte por privación 

energética son aquellas que se originan por la falta de riego sanguíneo o 

isquemia y por la hipoglucemia (Shi et al., 1997). Además se ha encontrado 



relación entre un evento isquémico y el inicio de cambios citotóxicos que se 

observen en la EA (Rosen WG et al 1979

A lo largo del trabajo experimental que sustenta 
ésta tesis, se ha  podido observar claramente que al 

disminuir 10 veces la concentración de glucosa del (de 
5mM a 0.5mM), existe un efecto notable en la 
disminución en la actividad mitocondrial de 

sinaptosomas. De manera muy interesante, este efecto 
inhibidor se potenció en presencia del  fragmento 25-35 
del Aß. En esta condición de bajo aporte energético el 

péptido 25-35 disminuye importantemente la 
viabilidad sinaptosomal lo que nos lleva a concluir que 
un estado de “compromiso metabólico”  produce una 
susceptibilidad para que el Aß manifieste sus efectos 

tóxicos. Aunque en los experimentos diseñados no 
podemos hablar del probable mecanismo de toxicidad 
del Aß, existen múltiples reportes que muestran que el 

Aß puede incrementar la producción de especies 
reactivas de oxígeno (Bianca et al., 1999). Un déficit 

energético también conduce a un incremento de 
especies reactivas de oxígeno, lo que podría explicar el 
efecto sumatorio de ambos tratamientos que conduce a 

una importante disminución en la capacidad 
mitocondrial para reducir el compuesto MTT. Por otro 

lado, se ha demostrado que en condiciones de 
compromiso energético, la entrada de Ca2+ se 
incrementa al disminuir la energía y bajar la 

capacidad para mantener los gradientes iónicos. 
Mattson et al., (1992). Mas aun, se ha demostraron en 

neuronas de humano que el péptido 25-35 del Aß
incrementa la toxicidad de los aminoácidos excitadores 
porque es capaz de alterar la homeostasis del Ca2+. Los 

posibles mecanismos por los que el Aß induce 



desestabilización de la homeostasis de Ca2+ se 
desconocen, pero existe la posibilidad de que altere la 
regulación de la energía celular que a su vez altere los 
mecanismos de regulación de la homeostasis del Ca2+

interno o también modificando la entrada de Ca2+ a 
través del receptor para aminoácidos excitadores, a 
través de canales sensibles a voltaje, o a través de la 

interacción reportada sobre el receptor de sustancia P 
que a su vez eleva las concentraciones del inositol 

trifosfato.

III.2.- MODELO EXITOTÓXICO DE NEURODEGENERACIÓN

Otro mecanismo involucrado en el daño neuronal, es el daño cerebral 

excitotóxico característico por su naturaleza postsináptica. En su forma aguda, este 

daño se caracteriza por edema focal de dendritas y cambios citopatológicos agudos 

como el edema mitocondrial y del retículo endoplásmico mientras que en la forma 

crónica existe pérdida de interneuronas con preservación de elementos presinápticos 

y de axones de paso (Arias, 1998). De alguna forma el daño excitotóxicos se ha 

relacionado con el calcio y la presencia de radicales libres. Por su parte el calcio, el 

cual  es un segundo mensajero mediador de cambios adaptativos en la 

neuroarquitectura en respuesta a las señales del ambiente (Aruffo et al., 1987; Ascher 

et al., 1988, Kater et al, 1988). y que además regula el crecimiento del cono neuronal 

entre otras funciones (Blake et al., 1988), pude tambien tener un ron preponderante en 

los fenómenos neurodegenerativos. 

Recordemos que dentro de un rango óptimo, la concentración de calcio 

intracelular regula la neuroarquitectura, pero cuando la concentración del calcio 

interno se vuelve demasiada alta por un largo período, ocurre la degradación 

de los componentes celulares por activación de proteasas dependientes de 

calcio. Cuando se pierde la homeostasis del calcio interno, se crean 

condiciones que favorecen el daño neuronal como sucede en los episodios 

epilépticos continuos y crónicos (Bridges et al., 1999). El papel del calcio en el 

daño neuronal crónico como en la EA, se ha propuesto en algunos casos 

(Asche y Nowak 1988 y Khachaturian, 1989). La elevación del Ca2+ activa gran 

número de enzimas proteolíticas (Siman y Nosek, 1996, Begley et al, 1999), y 



puede generar radicales libres incrementando la salida de neurotransmisores 

excitotóxicos, además puede activar otras enzimas como las fosfolipasas A y 

C, la oxido nítrico sintasa e incrementar la peroxidación lipídica (Braughler, 

1992). Por otro lado, el Ca2+ elevado puede causar disfunción mitocondrial, lo 

cual, a su vez, puede aumentar más la producción de radicales libres al 

producir incapacidad para mantener la propia homeostasis del Ca2+ y 

comprometer aún más la producción energética (Siesjo et al., 1989 y Pappolla 

et al., 1992). Al parecer la muerte neuronal retrasada que se observa en la 

isquemia cerebral depende de un incremento en la concentración intracelular 

de Ca2+. Este incremento puede estar dado por la activación del receptor 

NMDA, por la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, por la 

despolarización de la membrana al entrar Na+ a través de los receptores 

AMPA/Kainato o por su liberación de pozas intracelulares.

III.3.- LA HIPÓTESIS DEL AMILIODE COMO MECANISMO DE 

NEURODEGENERACIÓN EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Varios estudios indican que la proteína Aß puede iniciar una serie de 

eventos bioquímicos que derivarían en la pérdida de las neuronas (Pike et al 

1993). Parte de estos mecanismos aparentemente implican la producción de 

radicales libres en las neuronas, la alteración de los mecanismos reguladores 

del Ca2+ intracelular, y un incremento en la susceptibilidad a la toxicidad por 

aminoácidos excitadores (Keller et al, 1997) como se relata a continuación: 

1) La exposición de cultivos de neuronas cerebrocorticales de humanos 

o de hipocampo de rata al Aß resulta en una progresiva elevación de la 

concentración de Ca2+. El curso temporal y la magnitud depende del grado de 

agregación del Aß en el tiempo que se expone a las neuronas. Esto es, el Ca2+

se acumula más rápidamente en neuronas expuestas al Aß pre-agregado que 

en neuronas expuestas a Aß no agregado (Selkoe, 1989). 

2) El Aß exhiben un aumento en la concentración interna de Ca2+ basal 

y en respuesta a los estímulos excitadores como el glutamato o durante la 

despolarización con K+ elevado. Este aumento en la sensibilidad a la excitación 

está correlacionado con un aumento en la vulnerabilidad para la 

excitotoxicidad. Además, la desestabilización del Ca2+ producida por el Aß no 



se limita solo a las neuronas. Se demostró que el fragmento 25-35 del Aß

causa una gran conductancia del calcio en ovocitos que expresan receptores 

para glutamato (NMDAR1 o GluR1) y el receptor para substancia P (Kimura et 

al 1993).

3) Se ha observado que durante el proceso de agregación en soluciones 

acuosas de fragmentos de Aß induce la acumulación de especies reactivas de 

oxigeno en neuronas. 

De esta manera la llamada “hipótesis del amiloide” propone que la 

acumulación gradual de oligómeros solubles del Aß inician una cascada de 

eventos que lenta, pero inexorablemente produce efectos adversos  a la 

función sináptica lo que causa un daño sináptico asociado con el fallo cognitivo 

de la EA (Hardy y Higgins, 1992; Haass y Selkoe, 2007).

IV.- EL CICLO CELULAR, COMO ELEMENTO DESENCADENANTE DE LA 

MUERTE NEURONAL

Los grupos neuronales implicados en lo que se ha nombrado como 

funciones superiores del cerebro presentan una gran cantidad de moléculas y 

mecanismos asociados a los procesos plásticos, de tal suerte que se ha 



llegado entender a estos grupos celulares como zonas que realizan sus 

funciones en gran medida gracias a su alta plasticidad. De lo cual se puede 

desprender que un grado lábil de conectividad coloca a algunos grupos 

neuronales como células que pueden presentar elementos que se sabe son 

determinantes en el proceso normal de división celular y diferenciación. En 

estas neuronas podemos encontrar: las cinasas dependientes de ciclinas 

(cdks), las ciclinas, las rutas de transducción de señales y los factores de 

transcripción que regulan la proliferación, diferenciación, sinaptogenesis y 

apoptosis  (Nagy et al., 1998; Nagy, 2005) De forma interesante la 

desregulación de los mecanismos antes mencionados sucede en varios 

desordenes neurológicos como Alzheimer (Herrup et al., 2002) Síndrome de 

Down, Enfermedad de Pick (Nagy et al., 1996), Parkinson (Stefanis., 1997), 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, Enfermedad Cerebro vascular e incluso en 

alguno modelo de lobectomía para controlar la  epilepsia del lóbulo temporal 

(Nagy y Esiri., 1997). De todos los estudios se podría inferir de forma general 

que la reentrada al ciclo celular puede ser resultado de la desaferentación que 

se refleja en el comportamiento típicamente asociado a cada neuropatología.  

IV.1.- LAS ETAPAS DEL CICLO CELULAR Y SU RELACIÓN CON LA 

APOPTOSIS

Durante los eventos tempranos en la activación del ciclo celular se 

inducen la transición de la fase G1 a S, la cual es regulada por la activación de 

la proteína del retinoblastoma (pRb) y los genes reguladores de la transcripción 

de la familia E2F. La hiperfosforilación de la pRb induce la activación de 

proteínas E2F en la transición de G1 a S (Ross., 1996). Por otra parte es claro 

que las moléculas como Cdk2, Cdk4 y Cdk6 participan en las vías de muerte 

apoptótica por la desrrepresión transcripcional dependiente de pRb para  E2F-

1/Rb en el punto de chequeo G1/S (Julien., 2002). La expresión de estas 

moléculas asociadas al ciclo celular en el cerebro de sujetos con Alzheimer es 

una clave importante para explicas la perdida neuronal por apoptosis. Ya que 

en la EA se ha detectado el incremento en la fosforilación de la proteína del 

retinoblastoma (pRb). Esto es importante puesto que la represión activa del los 

factores de trascripción E2F por miembros de la familia del pRb se requiere 



para la sobrevivencia la las neuronas. (Liu y Greene., 2001), Además se ha 

detectado un aumento en la distribución subcelular de factores de transcripción 

del tipo E2F-1, sugiriendo que la activación y redistribución de factores 

transcripcionales están asociados a los marcadores del ciclo celular en la EA 

como lo es la ciclina D, además de que estas proteínas induce en algunos 

casos  la muerte celular acompañada con marcas de apoptosis (Bouser., 

1994). 

Un modelo claramente demostrado que ejemplifica e incluye a los 

elementos antes mencionado, es el modelo in vitro de apoptosis neuronal 

mediado por elementos del ciclo, en el cual la muerte se desencadena por la 

deprivación de un factor neurotrófico, los niveles de RNAm de la ciclina D1, 

pero no de otras proteínas asociadas clásicamente con el ciclo celular se 

incrementan cuando se privan del factor de crecimiento neuronal (NGF) a 

cultivos ganglionares cervicales (Davis., 1997). La participación directa del 

ciclina D en la muerte de tipo apoptótico está por ser comprobado. Lo que si se 

sabe es que la participación de la ciclina D que se expresa en la parte media 

de la fase G1 en combinación con cdk4 y cdk6 fosforila e inactiva a la proteína 

pRb promoviendo la progresión de  la fase G1 a la fase S  pudiendo morir 

como resultado de la derrepresión de E2F (Nguyen, 2002). La activación del 

complejo CDK4/6 parece ser esencial para la ejecución de la muerte celular 

programada, al menos en cultivos neuronales privados de señales 

neurotróficas (Copani., 2001). Ya que al colocar un inhibidor específico del 

complejo CDK4/6 se previene la muerte neuronal. (Agah et al., 1997, 

DeGregori et al., 1997 y Liu y Greene 2001). De forma interesante se logró 

determinar que la proteína típicamente asociada a las placas seniles la 

proteína Aß induce la muerte celular por apoptosis mediada por la activación 

de los elementos transcripcionales de la familia E2F que a su vez activan la vía 

de apoptosis mediada por Bax-caspasa 3  (Robertson., 1000). Se han 

presentan evidencias farmacológicas y moleculares que las cinasas 

dependientes de ciclinas, en particular la cdk4/6 es requerida para la muerte 

inducida por Aß. Además se ha demostrado que el substrato de la cdk4/6, 

pRb/p107, es fosforilado durante el tratamiento con Aß y que la derrepresión 

de pRb/p107 hacia el complejo E2FDP, es requerido para la muerte que 

involucra a el Aß (Giovanni., 1999). 



No solo estos factores transcripcionales han llamado la atención. 

También los factores NF-Kappa B podrían modular las respuestas apoptóticas 

por su relación con p53 y  la activación del a caspasa 3. Esos factores han sido 

muy estudiados debido a que el uso terapéutico de antinflamatorios  no 

esteroideos como el flurbiprofen para el tratamiento de cáncer demuestran 

tener efectos inhibidores del crecimiento celular sin inducción de apoptosis 

(Fratelli et al., 2003). El uso antinflamatorio y antiproliferativo se ha estudiado 

en células de la línea L929 y ha confirmado que la acción de inhibición del 

crecimiento no se debe a la inducción de apoptosis sino mas bien por el efecto 

en retardar el tiempo de duración de las etapas del ciclo celular. Los 

inhibidores de NF-KappaB (Fratelli et al., 2003) como el flurbiprofen ha llamado 

mucho la atención por las posibilidades de uso terapéutico. 

IV.1.1.- DIASILOGANGLIOSIDO GD3 Y SU PARTICIPACIÓN EN LA MUERTE 

CELULAR PROGRAMADA

Otro mecanismo involucrado en la transducción de señales asociado a 

la presencia de la proteína Aß y el ciclo celular se ha demostrado en las 

neuronas corticales tratadas con concentraciones tóxicas de Aß. Estas

neuronas alcanzaron  la fase S del ciclo celular antes de morir por apoptosis 

(Copani., 2002). Buscando en las señales moleculares que sitúan a las células 

en el borde de la proliferación y la muerte neuronal ha llamado la atención el 

estudio del disialogangliosido GD3 ya que se ha confirmado su participación en 

la división celular (Percy et al., 1991). La exposición al Aß resulta en un 

aumento importante en los niveles intracelulares de GD3 al mismo tiempo que 

preside la reentrada de las células a la fase S. Del estudio por microscopía 

confocal se ha demostrado la síntesis de GD3 en respuesta al Aß colocaliza 

con la cromatina. Mas aún el incremento de GD3 se ve asociado con la 

disminución en la esfingomielina (fuente principal de las ceramidas precursora 

de gangliósidos) y con la inducción del a alfa-2,8-sialiltransferasa (GD3 sintasa) 

la enzima que forma GD3 a partir de el monosialilgangliósido (GM3). La 

relación causal entre GD3, la activación del ciclo celular y la apoptosis se 

demostró con el tratamiento de los cultivos con oligonucleótidos antisentido 

dirigidos para la sintasa de GD3. Este tratamiento reduce la formación de GD3 



en presencia de Aß, abole  la reentrada al ciclo celular y la muerte celular por 

apoptosis (Copan et al., 2002).

IV.1.2.- LA P53 Y LA MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS

La p53 es una proteína determinante para inducir la muerte por 

activadores del ciclo celular y apoptosis, pues se sabe que en las células 

proliferativas que presentan daños en al ADN, se inducen o activan factores 

específicos de sobrevivencia que promueven el arresto al ciclo celular o la 

reparación del ADN (Copan et al., 2001), pero si el daño es de tal magnitud 

que no pueda ser reparado entonces los mismos factores disparan la muerte 

por apoptosis. Esta acción requiere de la participación p53 y algunos 

conjugados como p63 y p73. La ruptura del ADN señala a p53 por la 

fosforilación de su dominio transactivador, un proceso que permite el 

incremento en la estabilidad y actividad transcripcional de p53 (Oren., 1999). 

La p53 puede median el arresto del ciclo celular, promover la reparación del 

ADN (Evan y Littlewood., 1998) o determinar la expresión de cilinas 

típicamente asociadas al ciclo celular como la ciclina G (Smith et al., 1997) y la 

ciclina D (Del Sal et al., 1996). De manera interesante p53 también induce un 

aumento en la expresión de Bax, IGFBP-3 y otros factores proapoptóticos 

(Evan y Littlewood., 1998).Esta serie de datos indica que existe una relación 

intima entre el daño y reparación del ADN con la activación del ciclo celular y la 

muerte celular. La síntesis de anormal  del ADN en las células que activan P53 

es una fuente de errores replicativos que son eficientemente corregidos por 

algunas formas intrínsecas de la polimerasa, pero en el caso de las neuronas 

diferenciadas los errores producto de le incorrecta progresión en el ciclo celular 

pueden ser muy abundantes. Teniendo una repercusión de consecuencias 

relacionadas con la muerte celular (Copani., 2001; Copani et al., 2008).

IV.1.3.- LA FAMILIA BCL-2 Y SU RELACIÓN CON LAS MARACAS 

HISTOPATOLÓGICAS EN LA EA

Ya que se sabe que las moléculas efectoras de la apoptosis se 

encuentran constitutivamente presentes en las células. La participación de los 



miembros de la subfamilia Bcl-2  tiene importancia para tratar de entender los 

mecanismos de muerte celular  involucrados en la EA (Passer., 1999 y Stefanis 

et al., 1997). Al evaluado el rol de elementos apoptóticos de la  familia bcl-2 en 

la EA se ha demostrando que existe un incremento significativo en  los niveles 

de BCL2 en glía y neuronas cercanas a las placas seniles (Satou  et al., 1995 y 

Nagy., 1998). Además Bax aparece como un marcador temprano de la 

hiperfosforilación de neurofilamentos que sugiera que Bax también participa en 

la patofisiología del citoesqueleto asociada a la EA (Su et al., 1997). Sin 

embargo tanto la caracterización de las  marcas histopatológicas como la 

evidencia de la muerte apoptótica en la EA no esclarecen la patofisiología 

asociada a este mal. 

Aun así, algunos estudios pretenden asociar la aparición de moléculas 

proapoptóticas con las alteraciones del citoesqueleto, examinando la expresión 

de Bax y su relación con las marañas neurofibrilares en la patología de EA se 

ha determinado que la expresión de Bax esta restringida a áreas que no están 

afectadas por la patología neurofibrilar como CA2, CA3, CA4 y el giro dentado 

mientras que en la región CA1 que presenta marañas neurofibrilares la 

expresión de Bax es escasa. El experimento de doble marcaje indica que la 

expresión de un anticuerpo que reconoce un epitopo fosforilado de la proteína 

tau y Bax son mutuamente excluyentes (Nagy., 1998) no solo en las neuronas 

sino también en los procesos neuríticos  o en las placas seniles. Mostrando por 

una parte que la muerte por apoptosis es responsable de la perdida celular en 

la  EA y por otra: es claro que existen dos poblaciones neuronales 

identificables en los sujetos con EA; los que mueren por apoptosis y los que 

exhiben características neurofibrilares que pudieran ser la consecuencia de la 

progresión en el las etapas del ciclo celular.  

IV.2.- ALTERACIONES DEL CICLO CELULAR EN LA ENFERMEDAD DE 

ALZHEIMER

Las zonas de  degeneración  primaria  el cerebro adulto con enfermedad 

de Alzheimer mantienen un alto grado de plasticidad estructural y están 

asociadas con la activación de señales mitogénicas, la activación del ciclo 

celular e incluso la generación de nuevas neuronas (Arent., 1998y Engert 1999). 



Estas áreas afectadas que determinan en gran medida las funciones superiores 

del cerebro han llegado a aumentar su volumen y especialización funcional en el 

proceso evolutivo de encefalización (Arent., 2001). Los procesos que se llevan 

acabo en estas  áreas requieren una adaptación y readaptación de la 

conectividad neuronal a largo plazo, al incrementada los  procesos de 

estabilización dinámica y desestabilización han llegado a ser mas importante 

para mantener las funciones superiores, (Trojan y Pokorny., 1999) pero puede 

también proveer la base para el incremento en el riesgo de  presentar errores 

relevantes para el funcionamiento neuronal, de tal magnitud que pudieran 

manifestarse en forma de un padecimiento neurodegenerativo como la EA 

(Arent., 2001). Esta hipótesis pone de manifiesto que un grado “lábil de 

diferenciación” de un grupo de neuronas en el cerebro adulto que les permite 

sufrir procesos morforegulatorios, pero al mismo tiempo posiciona a estas 

neuronas, como células vulnerables. Al respecto algunos autores han 

mencionado la idea referente a que el interferir con el control de la diferenciación 

neuronal, puede ser una estrategia para prevenir enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Arent., 2002)

La aparición de marcadores del ciclo celular en el cerebro pacientes con 

enfermedad de Alzheimer ha sido confirmada por diferentes estudios. En 

algunos estudios como el de Herrup (Herrup K y Arendt T. 2002) se confirma la 

expresión de ciclina D, Ciclina B1,la cinasa dependiente de ciclina cdk4 y el 

Antígeno Nuclear de la Proliferación Celular (PCNA) en diferentes regiones 

como: el hipocampo,  el subiculum,  el locus coeruleus y el  Núcleo Dorsal del 

Rafe.  La inmunoreactividad no solo se ha detectado en los individuos con 

Alzheimer pues al analizar  sujetos denominados como sujetos control, los 

cuales no presentaron síntomas de demencia, también existe 

inmunoreactividad positiva, siendo marcadamente mayor en los sujetos 

dementes ( Charles et al 1997 y Nagy y Yesiri.,1998) 

La investigadora Zsuzsanna Nagy en sus estudios referentes a las 

alteraciones de ciclo celular en individuos con EA muestran  que proteínas 

nucleares relacionadas con el ciclo celular pero no específicas de ninguna 

etapa como: P105 y la Ki 67 están asociadas con la patología del citoesqueleto 

en la EA (Nagy., 1997). Para probar esta hipótesis se estudio la expresión de 

las proteínas relacionadas con el ciclo celular Ki-67, PCNA y p53 en el 



hipocampo de 33 sujetos, incluyendo algunos pacientes con EA, encontrando 

que de las moléculas analizadas solo el Ki-67 presentó expresión nuclear en 

todas las subregiones del hipocampo, destacando la  mayor reactividad a nivel 

del  giro dentado.  Cabe destacar que la expresión de ki-67 en CA2, CA3 y 

CA4 aumentan conforme progresa el padecimiento y en estas regiones no se 

presentan patologías asociadas al desarreglo de los elementos del 

citoesqueleto, sugiriendo que estas proteínas además de su función reguladora 

en el ciclo célula, pueden tener funciones mas especializadas en el sistema 

nervioso del adulto, mientras que la inmunoreactividad para la Ki-67 en CA1 y 

el subiculum donde si se presenta patología asociada al citoesqueleto decrece 

conforme avanza el padecimiento. Además con respecto a estos resultados se 

indica que tanto las neuronas como los elementos gliales expresan la proteína 

Ki-67. La presencia de ki-67 nuclear indica que algunas de las células de la

hipocampal no se encuentran en la fase G0 del ciclo celular y que las células 

han reentrado al ciclo celular y la ausencia de PCNA y p53 sugieren que el 

ciclo pudiera esta arrestado en G1 (Nagy., 1998).

Otro estudio del mismo autor pero con mayor especificidad,  refiere a la 

expresión de las ciclinas A, B1, D1 y E en el núcleo neuronal en el hipocampo 

de individuos normales y personas con  EA. De manera particular se observo 

que la expresión de la ciclina B1 y ciclina E fue detectada en neuronas de 

hipocampo de todos los sujetos. La ciclina E se expresa en controles y EA  

teniendo diferencias en el nivel de expresión en las regiones afectadas en las 

etapas avanzadas de la patología CA2, CA4 y giro dentado (Nagy., 1997). Por 

su parte la expresión de la ciclina B solo fue detectada en los pacientes con EA 

y su expresión fue mas pronunciada en el giro dentado, aunque también se 

encontró  en subiculum y CA1, regiones del hipocampo que muestran un 

incremento a través de la enfermedad. Finalmente Nagy  muestra por medio 

del doble marcaje con AT8 (anticuerpo que reconoce un fosfoepitopo de tau) y 

la ciclina B que las neuronas piramidales que expresan ciclina B no tienen 

totalmente desarrolladas las marañas neurofibrilares mientras que las 

neuronas con marañas no muestran reactividad para la ciclina B y por otro lado 

apoya las aseveraciones antes mencionada respecto a la forma en la cual los 

grupos neuronales se ven afectados de forma diferente (Goedert., 1993). Otro 

estudio complementarios a la idea antes postulada derivado del análisis en 



otras áreas que se ve afectada en la EA como el  Núcleo Dorsal del Rafe y el 

Locus ceruleus en las cuales se da una perdida  neuronal importante en la EA 

no existe marca de desorden neurofibrilar pero si la aparición de marcadores 

del ciclo que pudieran estar mas bien asociados a la muerte celular apoptótica 

(Copani  et al., 2002).

La evidencia antes mencionada plantea la hipótesis en la cual se 

establece que las poblaciones celulares en el cerebro de la gente sana 

reentran al ciclo celular permitiendo la muerte celular por la edad sin que 

esta expresión tenga repercusiones conductuales al eliminar elementos 

que pudieran predisponer a presentar alteraciones para el área afectada y 

en general para el organismo. Pero en condiciones patológicas el arresto 

del ciclo celular puede generar el cuadro demencial relacionado con la  

EA. Es decir, así como algunas poblaciones de neuronas mueren, otras, 

expresan marcadores del ciclo celular que no mueren en un balance 

proapoptótico sino que cursan las etapas inconclusas del ciclo celular 

que pueden repercutir en el mal funcionamiento celular como lo indica la 

fosforilación de elementos determinantes en el mantenimiento de la 

adecuada vida celular.

Este fenómeno de reactivación del ciclo celular afecta áreas que se 

conoce que muestran perdida sináptica relacionada con la edad debida al 

remodelamiento de la corteza entorrinal. (Senut, 1991). Parece que en los 

sujetos controles (no demenciados) el ciclo celular no progresa mas alla 

de la fase G1 ya que no existe expresión de ciclina A (factor determinante 

en la transición G1-S) en ninguno de los controles y se  cree que las 

células en la fase G1 del ciclo son capaces de rediferenciarse sin la 

necesidad de tomar un camino apoptótico iniciado por el arresto en la 

fase G1. Por otra parte el futuro de las células que expresan ciclina B es 

diferente. Puesto que en estas células que han alcanzado la fase G2 del 

ciclo celular sin evidencia de replicación de DNA (no se detecta ciclina A 

ni PCNA) se abre la posibilidad de que exista una desregulación de los 

mecanismos que controlan la transición de G2 a S que resultaría en la 

generación de una bifase S y hace la rediferenciación imposible. En este 

contexto, la progresión hacia la mitosis es probablemente inhibida por la 

carencia en la replicación del DNA, que actúa como un regulador en la 



transición de la fase G2 a S y el arresto en este punto tardío de la 

transición de una fase a otra resulta en la entrada hacia un camino 

apoptótico. Se cree que esto sucede en las células que expresan Bax  

pues esta hace posible la apoptosis. Sin embargo las células que no 

expresan Bax pero si expresan ciclina B (como en CA1) están envueltas 

en un tipo de neuropatología como la EA. Esto indica que las células que 

están arrestadas en la fase G2 probablemente no entran a la apoptosis en 

un periodo indefinido de tiempo surgiendo la siguiente posibilidad como 

consecuencia: Que en la fase G2 los microtúbulos se desestabilizan 

como resultado de la acción de la ciclina B y que la cinasas envueltas el 

la fosforilación de tau estén activadas.(Nagy., 1998) Como lo ha 

demostrado Vincent et al en 1997 al reporta la evidencia inmunológica de 

la asociación entre la hiperfosforilación de tau y la presencia de 

cdc2/ciclina B1 pudiendo ser este complejo el responsable al menos en 

una parte de la patología neurofibrilar. 

Un estudio reciente ha determinado que existe un patrón de expresión 

de moléculas relacionadas con la progresión en las diferentes etapas del ciclo 

celular en sujetos ligeramente demenciados con un comportamiento similar al 

que desarrollan los individuos que padecen de EA denominados como: MILD 

(Yang et al., 2003). Este análisis toma en cuenta la presencia de tres proteínas 

relacionadas con el ciclo celular: (PCNA), ciclina D y ciclina B en preparaciones 

del hipocampo el Núcleo Basalis de Meynert y la corteza entorrinal. Los 

resultados de individuos  ligeramente demenciados indican que estos 

presentan una mayor inmunoreactividad que los individuos con EA, tanto en 

hipocampo como en núcleo Basalis. Además al analizar la corteza entorrinal el 

porcentaje de expresión es mayor para estos marcadores para los ligeramente 

demenciados que para los que padecían la EA. Esta idea sugiere de forma 

general que el desequilibrio celular en un modelo que intenta representar el 

inicio del padecimiento parece ser mayor con respecto la maquinaria de control 

del ciclo celular que en los estados finales en los cuales las células  no 

contienen elementos funcionales que puedan ser responsables de seguir 

generando alteraciones  patológicas. Planteando un escenario en el cual la 

maquinaria asociada la división celular tendría un papel muy importante en la 

etiología de las enfermedades neurodegenerativas. 



Los escenarios descritos hasta este punto muestran que la activación de 

la maquinaria del ciclo celular participan en la patología asociada a la EA y la 

relación entre la inflamación que representar a la enfermedad puede marcar el 

camino hacia el intento de aplicar una terapia. Muchos estudios muestran que 

los antinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) pueden modular la progresión en 

el ciclo celular, especialmente de G0/G1. El blanco principal de NSAIDs es la 

enzima ciclo-oxigenase (COX), que se presenta en dos isoformas COX-1 y 

COX-2.  En EA y sujetos no  demenciados, COX-2 se expresa en células

nerviosa. Del estudio por inmunocitoquimica para COX-2, ciclina D y cilina E se 

detecto inmunoreactividad positiva para EA en estados tempranos así como en 

sujetos  controles en la corteza temporal, así como la colocalización de los tres 

marcadores. Además se observa una correlación inversa entre el la 

clasificación de  Braak y Braak para la proteína Aß y la expresión de los 

marcadores (Hoozemans et al., 2002)

La hipótesis también contempla una explicación de las observaciones 

hechas en pacientes con EA como una enfermedad inflamatoria. Debido a que 

los pacientes que utilizaron tratamientos antinflamatorios para controlar la 

artritis tienen un menor riesgo de desarrollar  EA. (Breitner., 1996). Un estudio 

reciente encuentra que la aspirina y la indometacina, dos antiinflamatorios no 

esteroideos  utilizados en la artritis como factores que arresta la progresión del 

ciclo celular (Shiff et al.,1996). Aunque la realidad de los esfuerzos para 

proponer estrategias de prevención requiere de mucha mas información no 

solo referente a la patología, sino en general de los procesos que hacen 

posible la vida. 



V.- ANTECEDENTES

V.1.- PÉRDIDA SINÁPTICA

Además de la existencia de placas seniles y marañas neurofibrilares la 

disminución en la densidad sináptica y neuronal que sucede en el hipocampo y la 

neocorteza en algunos individuos durante el envejecimiento parece ser  responsable y 

correlaciona con la deficiencia cognoscitiva que tipifica a la primera etapa de la EA 

(Carter y Lippa, 2001; Masliah y cols., 1991).  La disminución en la densidad sináptica 

se refleja con la pérdida de la mayoría de los componentes de las vesículas sinápticas 

y la mayoría de los péptidos almacenados en vesículas (Arendt, 2001). Esta pérdida 

sináptica puede llegar a ser de hasta un 75% en el hipocampo, y parece ser un evento 

previo a la muerte neuronal (Terry et al., 1991). De hecho la pérdida de la proteína 

sinaptofisina, la cual está asociada a las terminales sinápticas, es un evento temprano 

en la EA (Shimohama et al., 1997).  Estas alteraciones en los sitios de comunicación 

neuronal no son exclusivos de la EA, en la mayoría de las neuropatologías la pérdida 

sináptica parecería ser una condición previa a la degeneración celular, mas aún, 

durante el envejecimiento el número promedio de sinapsis en el cerebro de humanos 

se encuentra disminuido con respecto al número de neuronas en individuos jóvenes 

(Terry y Katzman, 2000). En relación a estos eventos algunos autores consideran que 

al envejecer, en número de contactos sinápticos disminuye de tal manera que sería 

posible pensar; que si la esperanza de vida de los humanos fuera cercana a los 105 

años la gran mayoría presentaría un cuadro demencial de tipo Alzheimer (Tapia et al., 

1999). Esto nos hace pensar que si, además de la perdida sináptica aparentemente 

inevitable en el envejecimiento, existen algunas otras condiciones que pueden influir 

de manera no favorable en el funcionamiento sináptico o neuronal, se generaría 

entonces un escenario muy propicio para la rápida degeneración sináptica que 

conduciría a la muerte neuronal. Entre los principales factores que parecen influir en el 

daño sináptico destaca la presencia de la proteína Aß en el parénquima de los 



pacientes con Alzheimer. Respecto a lo anterior se ha podido demostrar que en 

animales transgénicos, los cuales sobreexpresan la proteína precursora del péptido 

amiloide (PPA) con alguna de las mutaciones presentes en los humanos que favorece 

la formación secreción de Aß, existe disminución de la proteína actina, la cual también 

se encuentra en las terminales nerviosas y se puede considerar como marcador de 

pérdida sináptica. (Games et al., 1995; Hsiao et al., 1996; Cole et al., 1999).

El trabajo desarrollado por algunos investigadores apunta a que algunos 

eventos que desencadenan la muerte neuronal en la EA pueden ser iniciados por la 

activación local de caspasas en las terminales sinápticas e incluso se ha acuñado el 

término “sinapoptosis”, el cual se ha usado para describir la activación de proteasas 

relacionadas con la muerte celular programada de tipo apoptótico dentro de la 

sinapsis, (Mattson et al., 1998; Cole et al., 1999) estas proteasa se han encontradas 

asociadas funcional y espacialmente al retículo endoplasmático (RE) como pasa con la 

caspasa 12 . Por otro lado, algunas evidencias indican que el RE tiene gran 

importancia en la EA por su posible participación en la generación de Aß en las 

neuronas (Mattson et al., 1998; Cook et al., 1997; Hartaman et al., 1998). Resulta de 

gran interés el hallazgo en el cual los ratones deficientes en caspasa-12 son 

resistentes al estrés inducido por el RE que provoca la muerte neuronal de tipo 

apoptótico y a la apoptosis inducida por la proteína Aß. (Nakagawa et al., 2000). 

Además un número importante de proteínas que regulan la recaptura y la liberación de 

calcio del RE como el canal de rianodina que interaccionan con los receptores a 

presenilina 1 y 2 y juegan un papel importante en la EA (Mattson et al., 1998; Pak-

Chung et al., 2000). De manera interesante, en sinaptosomas y subfracciones de 

sinaptosomas, se han encontrado niveles altos del receptor a rianodina (Martínez-

Serrano y Satrustegul, 1989; Sharp et al., 1993; Padua et al., 1996) que parece 

participar en el control de la homeostasis intraneuronal del calcio, que muy 

posiblemente module eventos plásticos como la potenciación a largo plazo (LTP). En 

la EA se han encontrado alteraciones en el receptor de rianodina en estados 

tempranos de la patología que pueden ser fundamentales para la progresión en la 

formación de las placas seniles y las marañas neurofibrilares (Kelliher et al., 1999). 

Con respecto al daño sináptico debido a los efectos neurotóxicos de la Aß, estos 

pueden ser mediados por especies reactivas de oxigeno, daño membranal y disfunción 

de las ATPasas implicadas en el movimiento de los iones (Mark et al., 1995) 

permitiendo un aumento en la vulnerabilidad neuronal asociada a despolarización y a 

la excitotoxicidad mediada por aminoácidos excitadores (Koh et al., 1990; Mattson 

1992; 1995, Arias et al., 1995). 



V.2.- ESTUDIOS DE TOXICIDAD DEL Aß EN SINAPTOSOMAS

La pérdida sináptica que como ya se ha mencionado está estrechamente 

relacionada con el impedimento cognoscitivo en la EA, sugiere que las sinapsis 

pueden ser el sitio en el cual los mecanismos de degeneración neuronal se originan y 

se propaguen al soma neuronal. Respecto a esto se conoce que las regiones 

postsinápticas de las dendritas están sujetas a altos niveles de influjos de calcio y a 

estrés oxidante como resultado de una activación local del receptor al glutamato. 

Estos factores pudieran estar implicados en el proceso de neurodegeneración en la 

EA (Mattson et al., 1998). Otros hallazgos sugieren que las neuronas pueden morir en 

la EA por un proceso llamado apoptosis que involucra una serie típica de eventos 

bioquímicos que culminan con la fragmentación nuclear y celular y se han encontrado 

evidencias de que la Aß puede jugar un papel importante para iniciar el fenómeno de 

la apoptosis en las sinapsis. De hecho se han reportado cambios bioquímicos 

relacionados con apoptosis en sinaptosomas corticales cuando se exponen a agentes 

oxidantes como el Fe2+, o exponiéndolos al Aß. Después de los tratamientos 

anteriores se ha observado  pérdida de la asimetría de los fosfolípidos de membrana, 

activación de caspasas y alteraciones mitocondriales características de la apoptosis 

que se pueden revertir al prevenir la activación de ciertas caspasas con inhibidores 

específicos (Mattson et al., 1998).

El uso de los sinaptosomas como modelo para estudiar cambios 

importantes que pudieran tener impacto en el conocimiento de los mecanismos 

que participan en la muerte neuronal de la EA estar bien documentado. Ciertos 

experimentos han demostrado la participación del estrés oxidante en diferentes 

enfermedades neurodegenerativas y en un trabajo se ha reportado que la 

exposición al 4-hidroxinonenal, un producto de la peroxidación lipídica o a 

algún otro agente que induzca peroxidación como el FeSO4 o la misma Aß 

produce un bloqueo en el transporte de glutamato y de la función mitocondrial 

en la sinapsis (Keller et al., 1997). En este mismo estudio se determinó que 

agentes antioxidantes como el glutatión previenen los daños causados por el 

FeSO4 y la Aß.

Un dato que también se desprende de experimentos realizados en 

sinaptosomas y que resulta interesante es que la despolarización de terminales 

nerviosas aisladas de ratón permite la liberación de neurotransmisores y 

modifica factores que regulan los niveles de actina del citoesqueleto pudiendo 



estar relacionados con sistemas  de proteínas dependientes de Ca2+ unidos a 

la actina (Bernstein y Bamburg 1997) lo cual sugiere que en los sinaptosomas 

también se pueden explorar ciertas alteraciones del citoesqueleto que pudieran 

ser relevantes para la EA.

Con base en los estudios anteriores, resulta muy interesante el explorar 

directamente en los sinaptosomas algunos de los posibles mecanismos por los 

cuales el Aß pudiera ejercer algunos efectos tóxicos y comprometer, de esta 

manera, la integridad de las terminales nerviosas en el cerebro.

Las terminales nerviosas aisladas son estructuras mejor conocidas 

como sinaptosomas y fueron aisladas por primera vez en 1957 por Catherine 

Hedd utilizando al neurotransmisor acetilcolina y a la enzima acetilcolina 

transferasa como marcadores. En 1960 George Gray aportó datos 

significativos para el conocimiento de la estructura fina de la sinapsis, de los 

cuales se derivaron los siguientes criterios morfológicos útiles para la 

identificación funcional de los sinaptosomas:

1.- La membrana plasmática debe estar sellada.

2.- Presentar una o más mitocondrias.

3.-Tener una concentración local de vesículas semejante en número y tamaño a las 

vesículas sinápticas vistas en las terminales nerviosas in situ.

4.- La presencia de la zona electrodensa en la membrana similar a la presente en las 

membranas sinápticas.

Los sinaptosomas son generados a partir de terminales nerviosas al someter al 

tejido cerebral a la homogenización en un medio isosmótico (sacarosa 0.32M). 

Originalmente y hasta la fecha una combinación del límite de movilidad y la 

centrifugación en gradientes de sacarosa, ficol o percoll se utiliza para separar los 

sinaptosomas de otras partículas subcelulares. 

El desarrollo de la técnica de obtención de sinaptosomas es 

históricamente importante no solo por el ímpetu en el estudio de las bases 

moleculares y celulares de la función sináptica, sino también porque amplió 

nuestra idea del alcance y poder de las técnicas de fraccionamiento de tejidos. 

Los sinaptosomas contienen todos los componentes involucrados en la 

formación y consolidación de los contactos sinápticos, almacenamiento de 

transmisores, liberación y regulación de las funciones sinápticas. 



V.3 CORTEZA ENTORRINAL

Dentro del cerebro de los pacientes con EA el grado de pérdida 

sináptica  y neuronal asociada a las dos marcas histopatológicas mencionadas 

anteriormente   es desigual, de tal forma que la reducción en el numero de 

sinapsis sucede en las partes externas del giro dentado, en la capa molecular, 

posiblemente reflejando la destrucción de las neuronas localizadas en la capa 

2 de la corteza entorrinal (Carter y Lippa, 2001). Por medio de la vía perforante, 

la corteza entorrinal suministra la mayor inervación cortical hacia el hipocampo. 

(Witter, 1989) Ramón y Cajal describió por primera vez las fibras que se 

generan en la corteza entorrinal y que proyectan al fascia dentata y 

propiamente al hipocampo Corno Ammonis (Ramón y Cajal, 1901). Mas 

recientemente estudios con trazadores modernos, han confirmado que la 

corteza entorrinal proyecta por la vía perforante al giro dentado y al hipocampo 

(Dolorfo y Amaral, 1998; Hjorth-Simonsen et al., 1972; Steward, 1976; Wyss, 

1981). Las proyecciones a la formación hipocampal se originan principalmente 

de las capas superficiales (II y III) de la corteza entorrinal (Dolorfo y Amaral, 

1998 y Steward, 1976). Los axones que se originan de la parte lateral de la 

corteza entorrinal terminan en el nivel septal del giro dentado, mientras que la 

parte medial de la corteza proyecta a la parte temporal del giro dentado

La búsqueda de los factores responsables de la formación de marañas 

neurofibrilares y depósitos de Aß en estas regiones cerebrales apuntan a la 

participación de moléculas involucradas en la regulación del ciclo celular y la 

acumulación de factores que potencian el crecimiento y  la mitosis (EGF y bFGF). 

Entre estos factores figuran los depósitos difusos de Aß que puede ser el disparador 

para que las neuronas reentren al ciclo celular. Otro factor que puede facilitar la 

reentrada al ciclo celular es la pérdida de contactos sinápticos entre neuronas (Arendt, 

2001)  que, como se ha mencionado, es uno de los eventos tempranos en la EA. 



VII.- OBJETIVOS

VI.1.- OBJETIVO GENERAL

Establecer modelos in vivo e in vitro de daño sináptico y muerte 

neuronal asociados a la EA. El propósito es contribuir al conocimiento de la 

posible secuencia de eventos que se asocian con la pérdida sináptica  y su 

progresión hacia la muerte neuronal.

VI.2.- OBJETIVOS PARTICULARES

A) Estudiar algunos de los mecanismos que contribuyen a la toxicidad 

del fragmento activo 25-35 del Aß en terminales nerviosas aisladas valorando 

la función mitocondrial, el contenido de  elementos proteicos (actina y 

sinaptofisina), así como, estudiar la untraestructura de los sinaptosomas.

B) Detectar marcadores de ciclo celular en el giro dentado de la rata 

(cdk5, cdk6, cdk2 y  PCNA) después de lesionar la corteza entorrinal, 

provocando la interrupción en la comunicación mediada por la vía perforante 

con el objeto de contribuir al conocimiento referente a la disrupción en la 

comunicación sináptica y sus consecuencias en los cambios celulares relativos 

a la alteración del estado de diferenciación neuronal.



VIII.- HIPÓTESIS

A) La alteración de la integridad sinaptosomal puede deberse a la 

presencia de la proteína Aß que, aunada a alteraciones de la homeostasis de 

Ca2+ a partir de pozas intrasinápticas, puede inducir disfunción mitocondrial y 

daño estructural..

B) La pérdida sináptica de regiones interconectadas activará moléculas 

relacionadas con ciclo celular y mecanismos apoptóticos o de división celular.



IX.1.-  MATERIALES Y MÉTODOS, EFECTOS TÓXICOS DE LA A EN 

TERMINALES NERVIOSAS AISLADAS

Obtención de sinaptosomas

Se utilizaron ratas Wistar machos de 250 gr en todo este estudio 

siguiendo las Reglas para Investigación en Materia de Salud (Secretaría de 

Salud, México), con aprobación del Comité Local de Ética para el Manejo de 

Animales y se siguió el método descrito por Löscher et al.,1988 para la 

obtención de los sinaptosomas que consistió en:

Las ratas se sacrificaron por decapitación y el cerebro fue rápidamente 

removido y la corteza cerebral se disecó en frío (4°C). Inmediatamente 

después de la disección el tejido se  homogenizó en sacarosa 0.32M (10% p/v) 

pH 7 con HEPES 5mM.

El homogenado se centrifugó a 4500 rpm durante 10 min al término de 

los cuales se separó el pellet y el sobrenadante. El sobrenadante se colocó 

sobre 1 ml de sacarosa 1.2M en tubos para ultracentrifuga y la centrifugación 

se hizo en un rotor de ángulo fijo modelo 80Ti a 50000 rpm durante 15 min. Al 

final de esta centrifugación se obtiene un pellet, que contiene mitocondrias el 

cual se desecha y una interfase donde están los sinaptosomas, mielina y 

microsomas. Esta interfase fue cuidadosamente colectada y diluída en 

sacarosa 0.32 M para tener un volumen final de 2 ml. Esta fracción diluída se 

coloca sobre 1ml de sacarosa 0.8 M para centrifugar a 50000 rpm durante 15 

minutos. El pellet  que se obtiene, corresponde a la fracción sinaptosomal la 

cual se resuspende en 2 ml de  buffer de Locke cuya composición iónica es la 

siguiente: NaCl 154mM, KCl 5.6mM, CaCl2 2.3mM, MgCL2 1.0mM, NaHCO3

3.6 mM, glucosa 5.0 mM, HEPES 5.0mM pH 7.2.   

Los sinaptosomas obtenidos se someten a diferentes condiciones 

experimentales con el fin de evaluar el efecto del péptido 25-35 de la Aß en la 

viabilidad de las terminales nerviosas aisladas.

Evaluación de la actividad mitocondrial de sinaptosomas por la técnica de 

reducción del MTT

La evaluación de la funcionalidad sinaptosomal se basa en una técnica 

colorimétrica que mide la transformación de MTT (3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-



difenil tetrazodio) a sales de formazán (Mossman, 1983). Por medio de esta 

técnica se evalúa la actividad de la cadena respiratoria de las mitocondrias en 

los sinaptosomas. El MTT se incorpora a las mitocondrias de las terminales 

sinápticas y allí se reduce transformándose en un producto colorido e insoluble 

de color morado, las sales de formazán. Durante el experimento se utilizaron 

tubos ependorf de 500 l y a cada tubo con 200 l de sinaptosomas, 

(aproximadamente 60 g de proteína), se les agregó 4 l de MTT a una 

concentración final de 10 mM y se incubarona 37° C durante 2, 3 y 4 horas. Al 

final de los tiempos señalados los tubos se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 

minutos y a el sedimento con sinaptosomas se le agregó 500 l de isopropanol 

ácido (mezcla de 2-isopropanol y HCl 1N ). Esta muestra que toma el color 

morado se lee en el espectrofotómetro  a 570 nm.

Electroforesis de proteínas e inmunoblot

Se colocan los sinaptosomas previamente incubados a los diferentes 

tiempos y después de retirar el medio fisiológico se agregó un buffer de lisis 

con la siguiente composición: Tris-HCl pH 7.5, 50 mM, NaCl, 150 mM, NP-40, 

1% desoxycolato, 0.5%, cocktel de inhibidores de proteasas (Completetm, 

Boehringer Mannheim). La proteína se cuantificó por el método de Lowry 

modificado (kit para ensayo de proteína BioRad).

La electroforesis de 10 g de proteína sinaptosomal en las diferentes 

condiciones se realizó en un gel al 10% de acrilamida- SDS, las muestras se 

disuelven en buffer de muestra en condiciones de reducción con 

mercaptoetanol y azul de bromofenol y se hierven 3 minutos a 92°C, para su 

posterior colocación en el gel. El gel se corre a 25 mA, voltaje constante, en un 

buffer de tris, glicina, SDS.

Transferencia 

Para realizar la electrotransferencia el gel se equilibró en el buffer de 

transferencia (tris, glicina y metanol 20%) durante 10 minutos al igual que el 

papel de nitrocelulosa (poro 20). La transferencia se llevó a cabo durante 1 h 

15 min a 200-250 mA. Posteriormente la membrana de nitrocelulosa se 



procesó con los diferentes anticuerpos previo bloqueo en PBS-albúmina al 5% 

por lo menos durante 2 horas.

Inmunoblots

Posterior a la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se incubó con 

el anticuerpo primario a las siguientes diluciones: antisinaptofisina 1:500, anti-

actina 1:500, anti-residuos de fosfotirosinas 0.5 g/ml, diluídos en PBS-

albúmina al 5% durante 24 h a 4°C. Después de 3 lavados de 5 min con PBS-

albúmina-tween 20 al 0.1% se procedió a la incubación con los anticuerpos 

secundarios. El segundo anticuerpo anti-IgG de ratón biotinilado se incubó en 

la solución bloqueadora durante 2h a temperatura ambiente. Se lavó 

nuevamente 3 veces por 5 min y se hizo una incubación con la mezcla AB 

(avidina-estreptovidina). La membrana de nitrocelulosa se reveló por el método 

de quimioluminiscencia con el reactivo ECL  (Amersham , Arlington Heights, IL) 

y detectado en un film Kodax X-Omat, o con diaminobencidina (Sigma 

Chemical, St. Louis, MO).

Análisis de microscopia electrónica

200 ug de proteína sinaptosomal tratados con rianodina y la proteína Aß

se fijaron durante 30 minutos en glutaraldehído al 3%, pH 7.4. después de 

enjuagarse con buffer de fosfatos el pellet se postfijó con tetraóxido de osmio al 

1%. Las secciones se embebieron en resina (Epon) y  se cortaron con una 

cuchilla de diamante. Para cada condición experimental se repitieron tres 

experimentos de forma independiente y para cada experimento se tomaron 

ocho micrografías de cada condición experimental.

Estadística

Los resultados presentados representan el promedio de 6-12 

experimentos independientes  error standard (SE). Las diferencias 

significativas se obtuvieron procesando los datos por la prueba de t de student 

de manera no pareada en el programa Origin 4.10. 

X.1.- MATERIALES Y MÉTODOS



Inyecciones estereotáxicas

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar (250grs), las cuales se inyectaron en la 

corteza entorrinal con diferentes ácido kaínico, tomando las siguientes 

coordenadas: AP -3.6, L -2.0, V -2.5. Las ratas se anestesiaron con una mezcla 

de halotano 1% en 95% O2/5% CO2. El ácido kaínico  se inyecto por medio de 

una bomba a la velocidad de 0.5 l/min. Las ratas fueron sacrificadas por 

medio de una sobre dosis de pentobarbital i.p., y perfundidas 

transcardiacamente con 250 ml de solución salina (0.9%) seguido por 200 ml 

de una solución de paraformaldehído (4%) en buffer de fosfatos (0.1 M, pH 

7.4). Los cerebros fueron removidos y transferidos a sacarosa al 20% por 24 h 

y 30% por 48 horas. Posteriormente se cortaron secciones coronales de 40 m 

en un crióstato y se tiñeron con violeta de cresilo para su posterior análisis. 

Para el caso de la dosis respuesta, se realizó el mismo procedimiento y la 

perfusión se llevó a cabo 24 hrs,  1dia o una semana   posteriores a la 

inyección con todas las dosis estudiadas. 

Inmunohistoquímica

La inmunohistoquímica se realizó para observar la presencia de cdk5, cdk6. 

GFAP y PCNA y PHF-1. Los cortes de cerebro de 40m de espesor fueron 

permeabilizados con una solución de 0.25% Tritón X-100 y 0.3% H2O2 por 30 

min y bloqueadas con una solución de 5% de albumina-PBS durante toda la 

noche a 4°C. Después de ese tiempo, los cortes se incubaron con los 

anticuerpo primario para las moléculas mencionadas anteriormente en solución 

de bloqueo toda la noche a 4°C, lavados 3 veces con PBS por 5 min e 

inmediatamente incubados con un anticuerpo anti-ratón biotinilado (1:4000) por 

1 h a temperatura ambiente. Después de 3 lavados con PBS, las células fueron 

procesadas con el kit de ABC-avidina-peroxidasa (Vector Laboratories), para su 

posterior revelado con tetrahidrocloruro de diaminobenzidina como substrato.



IX.2.- RESULTADOS, EFECTOS TÓXICOS DE LA A EN TERMINALES 

NERVIOSAS AISLADAS

En  función de tratar de probar si nuestra hipótesis de trabajo se cumple 

y tomando en cuenta que la proteína Aß es un péptido involucrado en la EA 

asociado a la pérdida sináptica, se aislaron las terminales nerviosas con la 

finalidad de exponerlas al fragmento activo de la Aß, así como, a algunas 

condiciones que nos pudieran aportar elementos referentes al mecanismo de 

acción de la Aß.

Nuestros resultados indican una escasa toxicidad del péptido 25-35 de 

la Aß en el modelo de terminales nerviosas aisladas en condiciones basales 

(Fig. 1). Por otro lado cuando los sinaptosomas se someten a condiciones en 

las cuales se altera la homeostasis del calcio interno, como lo es la presencia 

de rianodina a una concentración 100nM (concentración a la cual se abre el 

canal), encontramos una potenciación de la toxicidad del péptido 25-35 de la 

Aß, esta potenciación en la toxicidad es independiente del calcio extracelular 

pues en ausencia de Ca2+ se sigue observando el efecto tóxico de la rianodina 

y la potenciación por Aß (Fig. 2). El mecanismo involucrado en la toxicidad 

provocada por la rianodina 100nM se debe probablemente a la salida de Ca2+

de pozas endógenas sensibles a rianodina puesto que al utilizar una 

concentración de rianodina 100M, la cual cierra el canal sensible a esta o en 

presencia de dantroleno que bloquea la salida de calcio de pozas endógenas, 

no se detectó un aumento en la toxicidad del Aß (Fig. 2). En una maniobra de 

especificidad de los efectos tóxicos de la proteína Aß se encontró que la 

secuencia a azar de la proteína Aß no tiene efectos sobre la reducción del 

MTT, ni aplicándola sola ni al incubar simultáneamente con la rianodina 100nM 

(Fig 3). También hemos encontrado que la substancia P puede estar 

funcionando como un bloqueador de la actividad  tóxica de la Aß tal vez por 

actuar compitiendo por su sitio de pegado a la membrana. Además al aplicar el 

compuesto MK801 no se encontró diferencia  en la reducción del compuesto 

MTT que produce la rianodina y la Aß, lo que sugiere que la toxicidad que 

causan estos compuestos no implica la activación de receptores a glutamato.   



Al realizar el análisis por microscopía electrónica de los sinaptosomas 

incubados en condiciones basales, en presencia de rianodina y con la proteína 

Aß, encontramos la existencia de cambios morfológicos importantes. De estos 

cambios llama la atención lo siguiente: los sinaptosomas control incubados 

durante tres horas presentan una morfología típica con la presencia de un 

número considerable de vesículas pequeñas de centro claro y una o más 

mitocondrias (Fig. 4). Después de tres horas de incubación los sinaptosomas 

con rianodina muestran un número reducido de vesículas de centro claro. 

Estos cambios están ligados a un aumento en el perímetro de la membrana 

sinaptosomal. En algunos casos fue posible observar que las vesículas 

sinápticas se reclutan en la zona activa de los sinaptosomas (Fig. 4). En los 

sinaptosomas incubados con Aß se puede detectar solo un número reducido 

de vesículas, similar a lo encontrado en la condición con rianodina, 

reclutamiento y pegado de vesículas a la zona activa y aparición de vesículas 

pleomórficas. De igual manera a lo observado en la condición con rianodina, en 

presencia de Aß se detectó un aumento e el perímetro de la membrana 

sináptica (Tabla 1). Cuando los sinaptosomas se incubaron con rianodina y Aß

algunos de los cambios mencionados se potenciaron. En todos los casos, a 

pesar de los cambios estructurales observados en los sinaptosomas la 

membrana de estos se mantiene sellada como lo muestra el análisis de 

liberación de LDH (Fig. 4).

Para determinar si los cambos morfológicos y en la reducción del MTT 

se asocian con la disrupción de proteínas del citoesqueleto y si esta disrupción 

pudiera estar mediada por la activación de caspasas, examinamos los efectos 

de la rianodina y la proteína Aß sobre el nivel de sinaptofisina y actina (Fig. 5 y 

6).

La pérdida de la proteína asociada a las vesículas, sinaptofisina ha sido 

utilizada como un marcador en la enfermedad de Alzheimer. Determinando los 

niveles de sinaptofisina por inmunoblot después de tres horas de incubación en 

homogenados de sinaptosomas, observamos una disminución en la densidad 

de sinaptofisina que, en presencia de la rianodina fue del 20%, en presencia 

del Aß  de 35% y para el caso en el cual se colocan ambos tratamientos la 

reducción fue de 25% comparando con el nivel de sinaptofisina en el control 

(Fig 6). 



La actina es una de las proteínas más abundantes del citoesqueleto de 

terminales nerviosas y es un sustrato conocido de caspasas. Los niveles de 

actina disminuyen al ser incubados con rianodina, con Aß o cuando se colocan 

ambos compuestos al mismo tiempo comparados con la condición control. 

Resulta interesante que cuando se utiliza un inhibidor general de caspasas, el 

ZVAD, se puede revertir el efecto de pérdida de actina en todas las 

condiciones (Fig. 5).    

Podemos decir hasta este punto, que los efectos tóxicos del fragmento 

25-35 de la proteína Aß sobre terminales nerviosas aisladas se observan en 

condiciones relacionadas con la alteración  de la homeostasis del calcio, 

capaces de alterar la función mitocondrial, activar el ciclo de liberación 

vesicular y generar la pérdida de proteínas estructurales sin que se altere la 

integridad de la membrana externa. Además este daño estructural parece ser 

revertido por un inhibidor general de caspasas.
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Fig. 1 Gráfica que representa la reducción del compuesto MTT en presencia de sinaptosomas 
para diferentes condiciones experimentales y a diferentes tiempos de incubación (2,3 y 4 hrs.). 
La línea denotada con los círculos (○) muestra el curso temporal del efecto de la proteína Aß en 
la reducción de MTT  en condiciones basales. En contraste con este primer trazo se puede 
observar que al incubar los sinaptosomas con Aß (□) no se inducen cambios significativos en la 
reducción del MTT comparando con el control. Además, en esta gráfica  se muestra el efecto 
del la entrada de Ca2+  inducida por la despolarización con K+ a una concentración 50mM en 
la reducción de MTT (●) de lo cual se puede detectar que la despolarización inducida por calcio 
causa un incremento en la reducción del MTT. Finalmente, al incubar simultáneamente los 
sinaptosomas en condiciones de K+ alto y la proteína Aß (■) la preparación disminuye el nivel 
de reducción del, MTT comparado con la despolarización, pero este valor no es menor que la 
reducción de la condición control. Los datos refieren a las unidades relativas de absorbancia y 
representan la media ± SEM de seis experimentos por duplicado. **P _ 0.005; ***P _ 0.0005.



Fig. 2. Gráfica que muestra el efecto de la Aß 25–35 y la rianodina en  la actividad redox 
mitocondrial después de la incubar durante de 3 horas. Los sinaptosomas se expusieron a  una  
concentración de rianodina que es capas de abrir el canal (100nM) en presencia y ausencia de 
calcio extracelular Ca 2+ (con 100M de EGTA) y en presencia y ausencia de ßA 25–35 (50M). 
Además se muestra el efecto de la cafeína (5mM) por si misma y en presencia de Aß 25–35. 
Por ultimo, la especificidad de los efectos inducidos por la rianodina se demostró al usar la 
concentración de rianodina que cierra el canal o lo inactiva (100M respectivamente), así como 
al utilizar dantroleno (100nM). Los datos se obtuvieron en base a las unidades relativas de 
absorbancia y representan la media ± SEM de seis o diez experimentos por duplicado. *P _ 0.05; 
**P _ 0.005.
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  ___________
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____________________
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_________________

Rianodina 100nM                                              
__________
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Fig 3.- Efecto de la secuencia al azar de la Aß 25–35 y la substancia P en la actividad redox 
mitocondrial. La secuencia revuelta de la Aß no tiene efecto en la reducción de MTT y no 
potencia los efectos de la rianodina. Además los efectos de la Aß en combinación con la 
rianodina se bloquearon al colocar la substancia P pero no los efectos  en la reducción del MTT 
debidos a la rianodina. Los datos se obtuvieron en base  las unidades relativas de absorbancia 
y representan la media ± SEM de cuatro  o seis experimentos por duplicado. *P _ 0.05.



Fig. 4.- Micrografías electrónicas donde se muestran las terminales nerviosas aisladas en la 
condición control (A) y los cambios estructurales en los sinaptosomas en diferentes 
condiciones: rianodina (B), Aß (C)  y Aß + rianodina (D). También se muestran en la grafica 
los valores de LDH liberada. De éstas micrografias se puede observar que el número de 
vesículas disminuye de forma importante cuando se coloca rianodina y la Aß y por otro lado, 
la integridad de la membrana no se ve afectada en ninguna de las condiciones. Cada una 
de la barras representa la media ± SEM de los cuatro experimentos realizados para cada 
una de las condiciones.    



Fig. 5.- Imagen que representa el análisis por Western-blot y los valores  densitométricos 
para la proteína actina extraída de sinaptosimas después de 3 horas. Las condiciones 
representadas son la siguientes: sinaptosomas controles (1), incubados con rianodina a una 
concentración de100nM (2), rianodina + ZVAD (3) incubados en presencia de Aß (4), Aß
+ZVAD (5) con rianodina 100nM + Aß 25-35, 50 M (6), rianodina + Aß + inhibidor de 
caspasas (7). Se puede ver que la desaparición de actina que se observó en presencia de 
rianodina y ßA se logró revertir utilizando un inhibidor de caspasas ZVAD. Cada barra 
representa la media ± SEM obtenida después de cinco experimentos. *P _ 0.05; **P _ 0.005.



Fig 6.- Valoración de la desaparición de la proteína sinaptofisina utilizando la técnica 
Western-blot. La presencia de esta proteína se modificó a las tres horas de incubación 
observándose una disminución de la proteína al colocar Aß, rianodina a la concentración 
100nM , así como cuando se incubaron ambas substancias simultáneamente. Además se 
incluye el análisis densitométrico. Líneas: control (1), rianodina (2), Aß (3) y rianodina + Aß 
(4). Cada barra representa la media ± SEM obtenida después de siete experimentos. *P _ 
0.05.

Tabla 1.- Cuantificación de diversos parámetros de cambio estructurales en los sinaptosomas 
tratados con rianodina y el fragmento 25-35 de la proteína Aß. 



X.2.- RESULTADOS, EFECTO DE LA DESAFERENTACIÓN DE LA VÍA 
PERFORANTE EN LA EXPRESIÓN DE MOLÉCULAS DE CICLO CELULAR

Como lo hemos señalado la pérdida de las células de la capa 2 en la corteza 

entorrinal en la EA afecta la comunicación con las regiones medio-septales y temporales 

de la formación hipocampal. La perdida de los elementos sinápticos en estas regiones 

del cerebro correlaciona con la aparición de marañas neurofibrilares, así como con la 

deficiencia cognoscitiva. El entendimiento de la subsiguiente perdida neuronal en las 

áreas de la formación hipocampal es importante para contribuir a la comprensión de la 

progresión en la demencia de Alzheimer. En este proyecto hemos considerado el estudio 

4.59±0.15*4.17±0.18*3.48±0.14*2.92±0.12Perímetro sináptico (μm) 

22 + 1**15 + 1**21 + 1**0Sinaptosomas con 
reclutamiento vesicular 

22 ± 4*17 ± 2**22 ± 2*38 ± 2Vesículas sinápticas 
(numero total) 

19)(24)(26)(37)             n =

Rianodina + 
Aß25-35

Aß25-35RianodinaControl

Los resultados son la media  ± SEM del numero total de sinaptosomas contados (n = en 
paréntesis), para tres experimentos diferentes de cada condición  en nueve campos de 7 x 9 
ìm2  * P < 0.05, ** P <0.005 (los experimentos se compararon con el control).



in vivo de los efectos que tiene la destrucción de los somas de la corteza entorrinal en la 

aparición de marcadores del ciclo celular en las regiones dorsales del hipocampo, 

fenómeno que como algunos autores indican puede contribuir a la degeneración 

neuronal. La lesión de la corteza entorrinal se realizó por medio de la inyección 

esteriotáxica de ácido kaínico a una concentración 1 nm/ 1µl  y 3 nm/µl. La figura 7B 

muestra una imagen representativa del efecto del ácido kaínico en la corteza entorrinal 

de la rata después de 24 horas de la inyección estereotáxica. Utilizando la tinción de 

Nissl, se puede apreciar que existe un número importante de núcleos picnóticos 

alrededor del tracto de la inyección (fig 7B), y la disposición de la capa 2 de la corteza 

entorrinal se encuentra alterada con respecto a lado no inyectado (fig 7A), en este caso 

se observa un patrón celular similar al reportado por Paxinos. Al igual que con la 

concentración de 1nm/µl las 3 nm de ácido kaínico por 1 µl en la corteza entorrinal, 

tienen efecto el desarreglo general de la capa 2 de la corteza entorrinal exponiendo un 

gran número de núcleos pignóticos (datos no mostrados). La inmunohistoquimica para 

la proteína glial acidico fibrilar (GFAP) en la corteza entorrinal muestra desde las 24 

horas un aumento en el número de elementos gliales (datos no mostrados)  Por otro lado 

al analizar el corte coronal a nivel septal de la formación hipocampal (FIG 7), se 

observa que el patrón de distribución celular no presenta alteraciones evidentes después 

de 24 de la lesión en la corteza entorrinal ni en el lado ipsilateral a la lesión (FIG 7D)  ni 

en el corresponde al lado contralateral  (FIG 7C). 

Con la finalidad de determinar si se la expresión de las proteínas del ciclo celular 

disminuye en el tiempo, se observo el efecto de la desaferentació a las 24 horas de lo 

cual, la figura 8  muestra como a las 24 horas de la maniobra estereotáxica, también se 

detecta inmunorreactividad  para la  proteína cdk5, cdk6, PCNA y GFAP   en el nivel 

septal de la formación hipocampal siendo esta  mayor en el lado ipsilateral a la lesión 



(FIG 8A, 8C, 8E y 8G) que en el lado contralateral (8B, 8D, 8E y 8G). Además de lo 

anterior, vale la pena mencionar que en el lado contralateral a la inyección con kaínico 

se observa una inmunoreactividad mayor que la observada  en la condición control  en 

donde la reactividad es casi nula (datos no mostrados), El control se inyectó solo con el 

vehículo en el que se disuelve el ácido kaínico. Es importante mencionar que aunque en 

la figura 8 no se muestra, también se detectó inmunoreactividad para esta proteína en la 

corteza y la amígdala. Complementario al análisis de las moléculas ya mencionadas, la 

figura 9 muestra el efecto que tiene  la lesión  de la corteza entorrinal después de 1 

semana en la inmunoreactividad para la proteína cdk5 en el giro dentado y en el área 

CA3 de la formación hipocampal De manera general la reactividad a una semana de la 

inyección estereotáxica en la corteza entorrinal se observa que la reactividad en el giro 

dentado disminuye al tiempo de que aparece en la región CA3 (patrón que se repite para 

las diferentes inmunohistoquímicas: cdk6, cdk2 y PCNA).  El objetivo de mostrar esta 

imagen es enfatizar  que además de la reactividad presente en el giro dentado (9A) la 

reactividad aparece en la región CA3 (9B). Éste aumento en la reactividad para cdk5  en 

CA3 coincide con el aumento en la reactividad de PHF-1 en CA3 (9C y 9D) que es 

mayor del lado ipsilateral (9D)  a la lesión. La figura 9 presenta en el panel inferior 

como al mes de la lesión la reactividad para los diferentes anticuerpos, en este caso para 

cdk5 se ha perdido en el giro dentado así como en CA3 de ambos lados con respecto a 

la inyección (9E y 9F), pero llama la atención como la reactividad para PHF-1 

permanece elevada en las fibras musgosas de CA3 del lado ipsilateral a la inyección de 

ácido kaínico (9G y 9H). 

La figura 10 muestra el efecto que tiene una dosis mayor de ácido kaínico 

3nm/µl en la expresión de los diferentes marcadores del ciclo celular  que se ha 

utilizado hasta este momento. Como se puede observar de la figura 10A a la 

10D después de 24 horas existe expresión de cdk5 tanto en el giro dentado 



como en la región CA3 diferente a lo que sucede 1 nanomola en donde solo se 

logra expresión  en el giro dentado, otra diferencia importante con esta 

concentración es la reactividad exacerbada en la región CA3 para PHF-1 (10E 

y 10 F) que para la dosis de 1 nanomolas \µl aparece a partir de una semana.

Complementario a la figura 10 la figura 11 muestra el efecto después de 1 mes 

de la inyección de 3 namomolas/µl de ácido kaínico en la expresión de 

marcadores del ciclo celular. Al igual que lo sucedido con la dosis de 1 

nanomola de ácido kaínico la inmunoreactividad tiende a desaparecer al 

transcurrir del tiempo en el giro dentado (dato no mostrado) y se mantiene en 

la región CA3 del lado  ipsilateral como  en el contralateral (11A  a 11D) de 

forma paralela a lo anterior la reactividad para PHF-1 se mantiene de forma 

claramente superior del lado inyectado en CA3 (11E y 11F)

Además del análisis por inmunohistoquímica de la expresión de algunas 

proteínas involucradas en el ciclo celular, en este proyecto se trata de 

profundizar sobre el significado funcional de la expresión de los marcadores del 

ciclo celular. Como se muestra en la figura 12 de manera representativa la 

expresión de los marcadores no se encuentran relacionados con la 

fragmentación del núcleo por lo menos para la prueba de TUNEL ni en el giro 

dentado ni en CA3 (12A a 12B) por otro lado en la figura 12E y 12F se puede 

observar que la expresión de la proteína Bax se da en el giro dentado lo que 

podría explicar la desaparición de la marca inmunoreactiva de los marcadores 

en el tiempo. Finalmente como se muestra en la figura 12C y 12D el fenómeno 

de división celular evaluado por la incorporación de BrdU no tiene un correlato 

con la expresión de los distintos marcadores del ciclo celular posterior a la 

lesión en la corteza entorrinal. 

Corte a nivel de la  
corteza entorrinal

Corte a nivel septal 
del hipocampo



Imágenes que muestra en cerero de la rata (parte superior), el corte coronal a 

nivel de la corteza entorrinal (A) y el corte coronal a nivel septal del hipocampo 

(B). En A, se muestra la ubicación de la corteza netorrinal (recuadro -----) del 

lado ipsilateral a la inyección estereotáxica. En B se muestra las regiones del 

hipocampo (GD=giro dentado).     

BA

GD
CA1

CA3

A

B



Fig 7.- Cortes histológicos obtenidos del cerebro de la rata teñidos con la técnica de Nissl. Las 
imágenes muestran la corteza entorrinal (A y B) y la formación hipocampal (C y D). En la figura 
A se observa la citoarquitectura convencional para la corteza entorrinal, mientra que en B se 
puede apreciar la alteración de la corteza entorrinal, en esta se observa un número importante 
de núcleos picnóticos alrededor del tracto de la inyección estereotáxica y la disposición la capa 
2 de la corteza entorrinal se encuentra alterada con respecto a lado contralateral o lado no 
inyectado (A). También se muestra la Tinción de Nissl para un corte coronal a nivel septal de la 
formación hipocampal (C (contralateral a la lesión) y D (ipsilatarala la lesión)). En ambas 
imágenes se muestra que el patrón de distribución celular no presenta alteraciones después de 
24 de la lesión en la corteza entorrinal.   
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A B

C D



Fig 8 Imágenes que muestran la inmunoreactividad obtenida al realizar la técnica de  

inmunohistoquímica para diferentes proteínas y marcadores moleculares a nivel de la 

formación hipocampal, tanto para el lado ipsilatarala la lesión en la corteza entorrinal (A,C y E),  

como para el lado contalataral a la inyección estereotáxica (B,D y F). Se muestra la

Inmunoreactividad para cdk5 (A,B), cdk6 (C.D) y PCNA (E;F) en un corte a nivel septal de la 

formación hipocampal de la rata. Como se  puede observar después de 24 horas de lesionar 

con 1nanomola de ácido kainico  existe un marcado reconocimiento para todos los anticuerpos 

probados del lado ipsilateral a la inyección estereotáxica. Además se muestra la 

inmunoreactividad en el lado contralateral a la lesión aunque en menor proporción.

PCNA

Cdk6



Fig 9.- Imágenes que muestran la inmunoreactividad obtenida al realizar la técnica de  
inmunohistoquímica para la proteína PHF-1 a nivel de la formación hipocampal, tanto para el 
lado ipsilatarala la lesión en la corteza entorrinal (A, C, E y G) como en eI lado contarlateral a la 
lesión (B, D, F y H). En estas imágenes se representa el curso temporal con respecto a la 
expresión de PHF-1 en la región hipocampal de la rata. En la parte superior se puede observar 
que después de 1 semana de la inyección existe inmunoreactividad para PHF-1 a nivel del giro 
dentado (A y B) y de CA3 (C y D) de ambos hipocampos .Por otra parte se  puede observar 
que después de un mes, la inmunoreactividad  ha disminuido en las capas celulares del giro 
dentado (E y F) mientras que en la región CA3 permanece (G y H).
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Fig 10.- Imágenes que muestran la inmunoreactividad obtenida al realizar la técnica de  

inmunohistoquímica para la cdk5 y la proteína PHF-1 a nivel de la formación hipocampal, tanto 

para el lado ipsilatarala la lesión en la corteza entorrinal (A, C y E) como en el lado 

contralateral a la lesión estereotáxica (B, D y F). Las imágenes muestran que al lesionar la 

corteza entorrinal con una concentración de ácido Kainico de 3 nanomolas, a las 24 horas se 

detecta  inmunoreactividad en el giro dentado (A y B) y la región CA3 (C y D) para la cdk5 

.Diferente a lo que sucede con una dosis menor el la cual la inmunoreactividad solo se 

presento en el giro dentado. Llama la atención que con esta concentración, en la región CA3 

también se detecta la inmunoreactividad para PHF-1 diferente a lo que se observo con 1 

nanomola en donde no se detecto inmunoreactividad para ésta proteína  a la 24 horas de la 

lesión estereotáxica.  
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Fig 11.- Imágenes que muestran la inmunoreactividad obtenida al realizar la técnica de  

inmunohistoquímica para diferentes marcadores moleculares a nivel de la formación 

hipocampal. En esta figura se muestra el efecto después de 1 mes de la inyección de 3 

namomolas/µl de ácido kaínico en la expresión de marcadores del ciclo celular. La 

inmunoreactividad ha desaparecer al transcurrir del tiempo en el giro dentado (dato no 

mostrado) y se mantiene en la región CA3 del lado  ipsilateral (B y D), como  en el contralateral 

(A y B), de forma paralela a lo anterior la reactividad para PHF-1 se mantiene en CA3 de 

ambos hipocampos (E y F).
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Fig 12.- En esta figura se muestra la imagen representativa a nivel de la formación hipocampal 

de la técnica de TUNEL (A y B) y la inmunofluorescencia para Brdu (C y D). Llama la atención 

que los recuadros inferiores (E y F) se muestra la inmunoreactividad para la molécula Bax, la 

marca de esta se restringe a las zonas del giro dentado lo cual puede tener relevancia para 

explicar el porque en el giro dentado la expresión de moléculas del ciclo celular se  silencian 

por lo menos a partir de la semana.
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IX.3.- DISCUSIÓN, EFECTOS TÓXICOS DE LA A EN TERMINALES 

NERVIOSAS AISLADAS

Los resultados mostrados anteriormente indican que el fragmento 25-35 

de la Aß en combinación con la rianodina potencia la disfunción mitocondrial y 

altera la morfología sináptica acompañada por la pérdida de las proteínas 

sinápticas actina y sinaptofisína. 

La preparación de sinaptosomas controles muestra un decaimiento en la 

reducción del MTT en el tiempo como se puede esperar al ser una preparación 

in vitro y el Aß produce solo una ligera disminución en esta reducción a 2 y 3 

horas similar a lo que se ha reportado por otros autores (Pereira et al., 2000). 

Muchas evidencias indican que el Aß contribuye a la pérdida de la homeostasis 

interna de calcio (Hartmann et al., Mattson et al., 1993) pero el mecanismo 

preciso involucrado en tal acción no se ha clarificado. Para comparar los 

efectos en la reducción del MTT por los sinaptosomas al movilizar calcio por 

diferentes rutas y la contribución del Aß en tales efectos, exploramos el papel 

de la entrada de calcio durante la despolarización por K+ y la activación de la 

poza interna modulada por los receptores de rianodina. En el presente trabajo 

encontramos que en la condición de alto K+ se incrementó la actividad redox 

mitocondrial valorada como reducción de MTT, mientras que los sinaptosomas 

incubados con una concentración de rianodina que activa el canal disminuyó 

esta actividad redox. Existen evidencias que apoyan la hipótesis de que la 

relación entre la carga de calcio y la neurotoxicidad depende primariamente de 

la ruta de entrada de este catión y no solo de su contenido total en una célula 

(Sattler et al., 1998). La despolarización por K+ alto permite la entrada de calcio 

a través de la apertura de canales de calcio sensibles a voltaje. Teniendo en 

cuenta que la mayoría de los iones de calcio que entran a la neurona en 

condiciones fisiológicas son amortiguados por la mitocondria (Zhou y Neher, 

1993), se puede esperar un incremento en la utilización de la glucosa por los 

sinaptosomas. De hecho la adición de potasio a los sinaptosomas estimula el 

consumo de oxígeno y la producción de energía en las mitocondrias (Erecinska 

et al., 1991). Esta situación metabólica puede aumentar la reducción de MTT 

por la mitocondria y por otras rutas. Por ejemplo, se supone que la reducción 

del MTT se lleva a cabo primordialmente por la mitocondria, pero existen 



algunas evidencias de la reducción en el citoplasma de este compuesto (Liu et 

al., 1997; Altman, 1976). Por otro lado, las alteraciones en la homeostasis del 

calcio del RE son suficientes para inducir apoptosis en muchos tipos celulares 

incluyendo las neuronas y los agentes que suprimen la liberación de calcio de 

RE  (por ejemplo el dantroleno) pueden proteger a las neuronas de entrar al 

proceso de muerte celular programada (Guo et al., 1997). Además un numero 

importante de proteínas que regulan la liberación de calcio del RE se 

encuentran el las terminales nerviosas, en especifico, el canal de rianodina 

(Padua et al., 1996) lo cual sugiere la participación en la mediación de 

procesos presinápticos que requieren de calcio (Bonanno et al., 2000). En la 

EA la alteración en la unión y función del receptor rianodina parece ser un 

evento temprano que puede contribuir a la formación de marañas 

neurofibrilares y de placas seniles (Kelliher et al., 1999). Mas aún, las 

mutaciones en la presenilina-1 incrementa los niveles de calcio liberado a 

través del receptor a rianodina en el RE en células de tipo PC-12 (Chan et al., 

2000). En condiciones de reposo la concentración de calcio en el lumen del 

retículo es considerablemente mas alta (10-100 µM) que la concentración en el 

citoplasma (100-300 nM). Este gradiente de calcio se puede revertir cuando la 

rianodina interactúa con su receptor provocando la elevación en el calcio 

intrasinaptosomal. Nuestros resultados muestran que la rianodina disminuye  la 

reducción de MTT lo cual apoya la idea referente a que la alteración metabólica 

que el calcio pueda disparar, depende en gran medida de la ruta que el calcio 

tome para entrar a una célula. En apoyo a esta conclusión, encontramos que: 

1) la concentraciones que modula los efectos en el receptor a rianodina está de 

acuerdo con la movilización interna de calcio (Meissner, 1986) 2) a la 

concentración  de rianodina que abre el canal, los efectos de la rianodina son 

totalmente independientes del calcio externo 3) la inhibición en la reducción del 

MTT se bloquea por dantroleno. 

Se ha descrito que en las neuronas, las mitocondrias suelen estar cerca 

del RE y que son capaces de capturar el calcio que se libera del RE. Esto 

puede provocar que el incremento en la concentración de calcio en la 

hendidura formada entre estos organelos que sea mayor a la del citoplasma lo 

cual puede ser crucial para modificar la función redox mitocondrial. De forma 

interesante, cuando la rianodina se co-incuba con la Aß la disfunción 



mitocondrial aumenta. Estos hallazgos indican que los efectos de la Aß en la 

reducción del MTT ocurren solo bajo la despolarización o al incubar con 

rianodina lo cual sugiere que la alteración en la homeostasis intrasinaptosomal 

del calcio debe de estar involucrada en los efectos de la Aß. De forma 

consistente con esta interpretación está el hecho de que los sinaptosomas 

corticales y en cultivos neuronales, el incremento en el calcio citoplasmático 

inducido por la despolarización por calcio, aminoácidos excitadores o el 

ionóforo A23187, es potenciado y mantenido por un tiempo considerable 

cuando el péptido Aß está en el medio de incubación (Mattson et al., 

1992,1993, Hartmann et al., 1993; MacManus et al., 2000)

De cualquier forma el mecanismo por el cual la Aß induce la pérdida de la 

homeostasis de calcio no está del todo establecido, nuestros resultados 

apoyan la posibilidad de que en los sinaptosomas la Aß pueda ejercer sus 

efectos directamente en las pozas de calcio internas por el hecho de que aun 

en ausencia de calcio externo el fragmento 25-35 de la Aß potencia la 

inhibición producida por la rianodina en la reducción de MTT. Apoyando esta 

hipótesis, se ha demostrado que la Aß estimula la actividad de la fosfolipasa C 

e incrementa los niveles de IP3 en cultivo de neuronas (Singh et al., 1997). Las 

evidencias antes mencionadas sugieren que la Aß aumenta la liberación de 

calcio a través de un mecanismo que puede involucrar al receptor de IP3. Bajo 

estas condiciones y de acuerdo con Hernández-Cruz et al (1977) la función del 

receptor a rianodina puede amplificar la señal de calcio que emana del receptor 

a IP3, lo cual induciría la inhibición observada en la reducción del MTT. 

Recientemente se ha mostrado que algunas formas de estrés sobre RE 

pueden alterar la homeostasis de calcio y activar algunas de las enzimas 

relacionadas con la apoptosis, como es la caspasa 12, ya que ratones 

deficientes en caspasa 12 son resistentes a la apoptosis inducida por Aß 

(Nakagawa et al., 2000).

La falta del efecto de la sustancia P en la reducción de MTT por si sola o 

en combinación con rianodina y Aß sugiere que una secuencia específica de 

aminoácidos se presente en el fragmento 25-35 de la Aß que se requiere para 

que se den los efectos en la reducción del MTT. Esta hipótesis es razonable si 

se toma en cuenta que la secuencia revuelta de la proteína Aß es de igual 

forma inefectiva en modificar la disfunción mitocondrial. Por otro lado, el 



hallazgo de que la sustancia P bloquea completamente los efectos de la Aß en 

la reducción de MTT sugiere la interferencia de la interacción de la Aß con la 

membrana. La sustancia P también previene los efectos neurotóxicos de la Aß 

en vivo e in vitro. (Yankner et al., 1990, Kowall et al 19991); inhibe los efectos 

del Aß el la liberación de aminoácidos excitadores por la despolarización de 

rebanadas de hipocampo (Arias et al., 1995) y, los dos péptidos tienen un 

grado de identidad alto por lo que se pueden unir al mismo complejo de 

serpinas (Joslin et al., 1991)

En comparación con los escasos efectos de la Aß en la reducción de 

MTT, este péptido afecta profundamente la morfología de los sinaptosomas así 

como los niveles de proteína actina y sinaptofisina solo o en combinación con 

la rianodina.

El análisis de microscopia electrónica de los sinaptosomas incubados con Aß 

muestra una disminución en el número de vesículas así como el reclutamiento 

en la zona de arresto y en al zona activa y la aparición de vesículas 

pleomórficas, sugiriendo que la Aß es capaz de activar el mecanismo de 

exocitosis vesicular. 

Los sinaptosomas  incubados con rianodina y rianodina más Aß 

mostraron cambios similares, además de un incremento en el perímetro de la 

membrana, la edema mitocondrial y la preservación de la integridad 

membranal lo cual se confirmo con la cuantificación en la liberación de LDH.  

Estos cambios son consistentes con el incremento del calcio intrasinaptosomal 

que puede activar el mecanismo de exocitosis vesicular y finalmente participar 

en la toxicidad sináptica. Hasta nuestro conocimiento, ésta es la primera 

demostración de que la Aß y la rianodina inducen cambios estructurales 

similares a los observados después de períodos de intensa estimulación en la 

maquinaria involucrada en la liberación de neurotransmisores en terminales 

nerviosas aisladas del sistema nervioso central. (Leenders et al., 1999) 

Los cambios estructurales antes mencionados se acompañaron de 

alteraciones bioquímicas en el contenido total de proteínas sinaptosomales 

como los es la actina y la sinaptofisina. El análisis por inmunoblot mostró la 

reducción de la sinaptofisina en todas las condiciones experimentales. Esta 

pérdida puede estar asociada con la intensa depleción de vesículas inducida 



por la activación del receptor a rianodina  y por el péptido Aß y/o por la 

activación de proteasas dependientes de calcio.

La proteína de citoesqueleto actina que también esta implicada en el 

mecanismo de la neurotransmisión (Perrin y Aunis,1985) y sus niveles están 

controlados durante la despolarización sinaptosomal. En esta última condición 

se facilita la liberación y polimerización de la actina. (Bernstein y Amburg, 

1985). Los cambios en el estado de polimerización de la actina la pueden 

hacer más susceptible a alteraciones bioquímicas y/o incrementar su 

proteólisis. Esta proteólisis puede deberse a la activación de caspasas 

(resultado de la depleción de calcio de posas endógenas) ya que como 

observamos en sinaptosomas incubados con Aß solo o en combinación con 

rianodina,  la presencia del inhibidor general de caspasas ZVAD, revierte la 

pérdida de la actina. 

En vista de que los sinaptosomas de la corteza cerebral de la rata se ha 

usado como un modelo de presinapsis centrales, los resultados indican que la 

proteína Aß  en conjunción con la rianodina inducen cambos utraestruturales y 

bioquímicos que pueden ser relevantes para entender algunos de los eventos 

patológicos que pudieran ser responsables de la pérdida sináptica en la EA.

X.3.- DISCUSIÓN, DESAFERENTACIÓN DE LA VÍA CORTEZA 
ENTORRINAL-HIPOCAMPO

Las alteraciones patológicas en la EA son la pérdida sináptica, la 

pérdida neuronal, la existencia de placas seniles y de marañas neurofibrilares. 

Del análisis de estas marcas histopatológicas en el parénquima de los sujetos 

con EA, se ha llegado a sugerir que existe un orden progresivo en el deterioro 

de algunas áreas. Lo anterior se apoya por la presencia de un daño inicial que 

sufre la corteza entorrinal seguido del deterioro en otras áreas de la formación 

hipocampal como son, el giro dentado, el área CA3 y el área CA1. En 

particular, el deterioro de las células de la capa 2 de la corteza entorrinal 

resulta en la pérdida de la vía perforante lo que lleva a una desaferentación del 

giro dentado. Es de llamar la atención que la alteración más importante en 

estos sitos desaferentados, es la presencia de marañas neurofibrilares, 

acumulación de ßA y la expresión de diferentes marcadores del ciclo celular 



que sitúan a las células posmitóticas de estas áreas (Nagy, 1996; Nagy  et al., 

1998; Nagy, 2000 y Ross, 1996), en un estado de compromiso celular que 

resulta a su vez, por lo que indican algunos estudios, en la muerte celular 

apoptótica (Nagy, 2000).

Los resultados que se muestran en este trabajo indican que una lesión 

excitotóxica en la corteza entorrinal de la rata tiene un efecto importante capaz 

de incrementar la inmunoreactividad para las proteínas cdk5, cdk6 y PCNA en 

las células granulares, en la capa polimórfica y en las células de la capa 

molecular del giro dentado (FIG 8,9 y 10) con respecto a lo observado en el 

control (datos no mostrados). Esto sugiere que en efecto; la destrucción de las 

células de la capa 2 de la corteza entorrinal y por tanto sus proyecciones y 

contactos sinápticos hacia el giro dentado (vía perforante), promueve la 

expresión de moléculas que participan en el ciclo celular. 

Como se ha mencionado se conoce que la Cdk5 se expresa en 

neuronas postmitoticas y participa en la elongación neurítica durante el 

desarrollo. Esta cinasa también se ha postulado que participa en la apoptosis 

en muchas células incluyendo las neuronas (Knockaert et al., 2002). En 

relación con esto, en   algunos experimentos la expresión de los activadores 

conocidos  para cdk5; como p35, p39 y p67 en la sustancia nigra después de la  

apoptosis inducida en las neuronas del estriado, se logró demostrar que la 

expresión y formación del complejo activado, cdk5/p35, es un efecto general de 

la muerte neuronal inducida por la desaferentación en el modelo reportado por 

Neystat et al. (2001). Esta información puede sugerirnos que el aumento en la 

expresión de cdk5 en el giro dentado, del lado ipsilateral a la lesión de corteza 

entorrinal, puede representar el inicio de la muerte apoptótica o la participación 

de la cdk5 en fenómenos plásticos que intentaran compensar la pérdida de las 

aferencias provenientes de la corteza entorrinal. Llama la atención que los 

modelos referentes a los eventos asociados a la degeneración de áreas 

cerebrales relacionados con la EA demuestran que lesionar unilateralmente la 

corteza entorrinal con ácido iboténico en ratones adultos transgénicos que 

expresan el gen de la presenilina 1 se induce un aumento en la reorganización 

sináptica asociada con la expresión de la proteína sinaptofisina en el del giro 

dentado en comparación con los animales control, sugiriendo que el estado de 

plasticidad en los organismos transgénicos para esta proteína relacionada con 



la EA, está exacerbada (Kadish et al.,  2001). Es importante también 

mencionar que la expresión de cdk5 pudiera tener algún papel en la 

fosforilación de la proteína tau, que conforma a las marañas neurofibrilares. 

Para demostrar lo anterior se han realizando experimentos con el anticuerpo 

PHF1 (donado por P. Davies), que reconoce formas anormales de tau de 

cerebros de pacientes con EA. De estos experimentos podemos comentar que 

las células del giro dentado que expresan  los marcadores del ciclo celular 

antes mencionados no presentan inmunoreactividad positiva para el anticuerpo 

contra PHF-1, sin embargo en las células de la región CA3 la 

inmunoreactividad para este anticuerpo coincide con la marca  para los 

marcadores del ciclo celular incluido cdk5. 

Los resultados presentados anteriormente respecto al incremento en 

cdk6  pueden ser complementarios a otros estudios como el análisis por 

inmunohistoquímica para explorar la expresión de ciclinas A, B, D y E (Nagy et 

al., 1998 y Nagy, 2000) y la proteína asociada a la apoptosis Bax en 

subregiones del hipocampo de individuos con epilepsia del lóbulo temporal, en 

donde se utilizó lobectomía para controlar la epilepsia. En estas condiciones se 

ha visto la expresión neuronal de estas proteínas, lo que sugiere que las 

neuronas han reentrado al ciclo de división celular o por lo menos expresan 

elementos que no se presentan normalmente en la fase G0 y  además esto se  

acompañada de la expresión de la proteína Bax.  Esto apunta a que la 

expresión de estas proteínas en neuronas postmitóticas se presenta debido un 

desajuste en el control del ciclo celular y puede estar relacionado con la 

activación de fenómenos de muerte celular de tipo apoptótico (Nagy et al., 

1998) En nuestro modelo la expresión de cdk6 por un lado puede representar 

la entrada ala fase G1 del ciclo celular y llama la atención que ésta se ve 

simultánea a la expresión de Bax en las primeras horas posterior a la lesión. 

Como se mencionó anteriormente en el giro dentado no existe incremento en la 

reactividad para PHF-1 a pesar de que se detecta cdk5 y cdk6. una explicación 

de este fenómeno puede estar dada por los observaciones de Nagy en sujetos 

que padecieron de Alzheimer en los cuales se detectó la pérdida de las 

aferencias colinérgicas a la formación hipocampal con presencia de 

marcadores por apoptóticas (Bax) y sin marcas de fosforilación anormal de tau, 

de lo cual se puede desprender la idea general en la cual las áreas cerebrales 



que tienen la capacidad de expresar moléculas proapoptóticas al detectar un 

desajuste en el estado de quiescencia no progresan en el ciclo celular mientras 

que las que no expresan moléculas como Bax sostienen un estado de 

senescencia en el cual la anomalía en el control de los elementos regulatorios 

del ciclo celular pueden ser la causa de la fosforilación anormal de la proteína 

tau. Situación que podría ser similar en nuestro modelo en el cual a tiempos 

largos la expresión de cdk5 y cdk6 se mantiene en CA3 y coincide con la 

inmunoreactividad exacerbada apara PHF-1 y no se detecta expresión de Bax. 

Por otro lado, es importante mencionar que la distribución y la 

inmunoreactividad de la proteína GFAP parece ser mayor en la capa 

polimórfica del giro dentado en el lado ipsilateral a la lesión de la corteza 

entorrinal en comparación con el lado contralateral (FIG 8) y con el control. La 

publicación de  Wolfgang Schroder et al (1999), plantea una explicación en un 

modelo de reorganización de la circuitos en el giro dentado en el adulto 

después de una lesión electrolítica en la parte lateral de la corteza entorrinal 

(que induce, al igual que en nuestro modelo, la deaferentación de la capa 

molecular del giro), y que se acompaña de una fuerte reacción astrogliótica 

cuyos elementos celulares presentan una alta resistencia para la entrada de K+

al reducir la corriente entrante rectificadora. Este tipo de respuesta glial se 

piensa que contribuye a un proceso de reparación y remodelamiento del 

circuito neuronal de la formación hipocampal además de que puede ser la 

representación del fenómeno de gliosis suponiendo que la desaferentacion 

promueva la perdida de elementos celulares en el giro dentado.

ANÁLISIS DEL CURSO TEMPORAL Y LA DOSIS DE ÁCIDO KAÍNICO EL LA 

EXPRECIÓN DE MARCADORES DEL CICLI CELULAR POSTERIOR A LA 

LESIÓN ESTEROTÁXICA.

De manera general podemos decir que efecto en la dosis 1nM/µl de 

ácido kaínico es la aparición a las 24 horas de los diferentes marcadores del 

ciclo celular en el giro dentado; representados en la tabla 2. A los 7 días de la 

lesión lo que hemos observado determina como en el giro dentado se mantiene 

la expresión, pero además se observa en la región CA3. finalmente al mes de 

la maniobra estereotaxica la marca inmunoreactiva se mantiene solo en la 



región CA3. La explicación de este fenómeno puede ser un efecto de 

comunicación transináptica en las subregiones de la formación hipocampal. 

Como es conocido la corteza entorrinal proyecta tanto al giro dentado como a 

la región CA3. De alguna forma que en este trabajo no se esclarece esta 

comunicación hacia el giro dentado deja de inducir la expresión de los 

marcadores analizados o las células del giro ya no permitan la expresión por 

existir algún tipo de autorregulación. Sin embargo en la región CA3 en la cual 

la expresión es tardía la marca persiste hasta un mes después de la inyección 

de ácido kainico. Esta observación  a manera de hipótesis puede tener 

relevancia con la fosforilación de tau en las fibras musgosas lo cual puede 

colocar a la región CA3 como un sitio de mayor plasticidad dendrítica que el 

giro dentado en el cual la plasticidad puede ser mas bien el resultado de un 

evento neurogénico. Que por lo menos con las pruebas que hemos efectuado 

(incorporación de BrdU) no es el caso.

Por otra parte el efecto de aumentar la dosis de 1 a 3 nanomolas/µl 

muestra que la expresión de los marcadores se da desde las 24 horas en las 

regiones analizadas (giro dentado y CA3), y de alguna forma conforme 

transcurre el tiempo se puede detectar un comportamiento similar a lo 

observado con una dosis de 1nanomola/µl, es decir, la marca inmunoreactiva 

tiende a desaparecer en el giro dentado, mientras se sostiene en la región CA3 

que coincide con el aumento en la inmunoreactividad para PHF-1.

SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LA LESIÓN CON ÁCIDO KAÍNICO EL LA 

CORTEZA ENTORRINAL DE LA RATA

El significado funcional de la expresión de los diferentes marcadores del 

ciclo celular en el giro dentado apuntarían en primer lugar a la división celular 

en la zona subgranular, lo cual por el análisis de la incorporación de BrdU no 

parece ser el fenómeno asociado a esta expresión pues el nivel de 

incorporación es similar al que muestra el control de tal manera que se 

descarta a la lesión en la corteza entorrinal como un promotor de la 

neurogénesis en el giro dentado por lo menos en las condiciones 

experimentales de nuestro modelo. Una observación que podría contrastar con 

lo anterior es la presencia del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA)  



en el giro dentado y en la región CA3. Esta molécula al ser parte del complejo 

de la polimerasa del ADN podría pensarse que tiene una función directamente 

asociada a la duplicación y por tanto posicionar a la célula en la fase S de ciclo 

celular, aunque de igual forma podría tener funciones tan solo de reparación 

del ADN o alguna participación relacionadas con la plasticidad, la activación de 

factores de transcripción y/o la reconexión de los circuitos neuronales.  

Con respecto a la participación de los elementos  del ciclo celular y su 

correlato con la muerte celular de tipo apoptótico en este trabajo se han 

utilizado 2 técnicas: la técnica de TUNEL y la inmunohistoquimica para Bax. De 

la técnica de TUNEL se desprende que no existe fragmentación que coincida 

con la expresión de moléculas del ciclo celular posterior a la lesión ni en el giro 

dentado ni en CA3. Por otra parte los resultados de la expresión de Bax indican 

que la reactividad para esta proteína coincide con la inmunoreactividad 

detectada para los marcadores del ciclo celular en el giro dentado. Esta marca 

de  Bax  como hemos mencionado anteriormente puede tener que ver con 

algún mecanismo que favorezca la quiescencia, la rediferenciación o la muerte 

celular en las células del giro dentado similar a lo que ha reportado Nagy con 

respecto de la perdida selectiva de regiones, la expresión de distintos 

marcadores del ciclo celular que  coinciden con el desorden neurofibrilar, 

mientras que en las zonas que presentan marcadores proapoptóticos en 

enfermos de Alzheimer  no se acompañan con alteraciones relacionadas a la 

proteína tau.   

Podemos decir que hasta el momento hemos podido reproducir de 

manera experimental, una situación observada en pacientes con EA, es  decir, 

la perdida de aferencias al giro dentado. Estos resultados apuntan a que la 

pérdida de la comunicación neuronal, blanco inicial en la EA, induce la 

expresión en marcadores de ciclo celular que pudieran representar en intento 

de remodelamiento de circuitos neuronales y/o que pueden conducir a la 

expresión de marcadores relacionados con la EA como puede ser la 

hiperfosforilación de tau.



XI.- CONCLUSIONES

Es estudio de los diferentes aspectos referentes al entendimiento de las 

enfermedades neurodegenerativas nos brinda  la posibilidad  planear 

estrategias de prevención, diagnóstico y tratamiento adecuado para los 

individuos que sufren de algún desorden neuronal. En trabajo desarrollado en 

esta tesis tiene la finalidad de hacer una revisión de los aspectos mas 

importantes de la enfermedad de Alzheimer, que a su vez sirven de base para 

plantear algunos experimentos que pretenden resolver algunas preguntas que 

de alguna contribuyen al conocimiento de fenómenos celulares y bioquímicos 

relacionados con las lesiones que se presentan el la enfermedad de Alzheimer. 

El trabajo experimental desarrollado en este trabajo se divide en dos partes: En 

la primera parte se ha desarrollado un modelo para el estudio de la toxicidad de 

la proteína B-amiliode sobre terminales nerviosas aisladas, el cual se evaluó 

por medio del estudio estructural y funcional. Después de analizar los 

resultados podemos concluir que el fragmento activo 25-35  de la proteína Aß

inhibe tenuemente  la  transformación del MTT en los sinaposomas controles. 

Sin embargo es de llamar la atención, que cuando los sinaptosomas son 

expuestos a una condición de despolarización, si se presenta toxicidad del Aß

sobre las terminales nerviosas aisladas. De igual forma cuando a nuestra 

preparación in Vitro se la añada rianodina a una concentración de 100nM el 

fragmento de la proteína Aß ejerce un efecto toxico. Planteándose la 

posibilidad de que el mecanismo  por el cual la  rianodina induce toxicidad del 

Aß  sea debido  a la liberación de  Ca2+ de los reservorios de  Ca2+ sensibles 

a rianodina. En concordancia con lo anterior, el análisis de microscopía 

electrónica en los sinaptosomas incubados con Aß y rianodina muestran  

cambios morfológicos consistentes en la reducción de pequeñas vesículas 

sinápticas así como el reclutamiento de vesículas en la zona de liberación o 

zona activa. Finalmente, podemos mencionar que estos cambios estructurales 

y funcionales se acompañan con la reducción en los niveles de las proteínas: 

actina y sinaptofisina. Estos hallazgos en conjunto indican que la proteína  Aß y 

la activación del canal de rianodina inducen cambios  ultraestructurales y  

bioquímicos los cuales pueden ser  relevantes para  el  entendimiento  de 

algunos  eventos patológicos asociados a la pérdida sináptica como en la  EA. 



En segundo lugar se desarrollo un modelo in vivo referente a explorar 

los efectos de la desaferentación de giro dentado, en la activación de 

moléculas relacionadas con el ciclo celular. De los experimentos realizados 

para explorar esta idea podemos mencionar que la lesión con ácido kaínico en 

la corteza entorrinal promueve la expresión de marcadores del ciclo celular en 

el giro dentado y en el área CA3 del giro dentado. Teniendo que la dosis 

utilizada para producir la lesión afecta de manara diferencial la expresión de 

marcadores del ciclo celular puesto que: la concentración de 1 nanomola por 

1µl de ácido kaínico  promueve la expresión de los marcadores de ciclo celular 

a las células del giro dentado, mientras que la dosis de 3 nanomolas por 1 µl 

afecta la expresión  tanto en el giro dentado  como en la región CA3. Es de 

llamar la atención que posterior a la lesión estereotáxica, la inmunoreactividad

en el giro dentado tiene a desaparecer  para las dos dosis utilizadas en la 

microinyección estereotáxica. Finalmente el significado funcional de la 

aparición de las distintas moléculas del ciclo celular abre una ruta de estudio 

importante para el desarrollo de nuevas hipótesis sobre los mecanismos que 

conducen a la pérdida neuronal en la EA.
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