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“Why should not the physician improve his competence
by enlarging scientific knowledge of psychiatry

besides doing his daily clinical practice?”

A. Alzheimer
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RESUMEN

Marco teodrico: La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad altamente incapacitante, que
tendra una mayor incidencia debido al aumento en la expectativa de vida. Esta enfermedad se
manifiesta por afectaciones cognoscitivas asociadas a alteraciones anatomopatoldgicas que incluyen
la presencia de marafias neurofibrilares y placas seniles. Estas placas seniles estdn compuestas
mayoritariamente por un péptido de 42 amino&cidos conocido como la proteina beta amiloide
(PBA). En los dltimos afios se ha determinado que los niveles extracelulares de los oligomeros
solubles de la PBA correlacionan muy bien con las afectaciones cognoscitivas de los pacientes con
EA. En vista de que el tipo de actividad electroencefalogréfica que presenta el hipocampo tiene
relevancia funcional y que los oligdmeros de la PBA pueden alterar dicha actividad, se ha propuesto
que estas formas solubles de la PBA producen los sintomas cognoscitivos tempranos de la EA a
través de alterar las oscilaciones hipocampales, que constituyen una actividad electroencefalografica
indispensable para los procesos de aprendizaje y memoria. En el presente trabajo, se evalu6 el
efecto de la administracion intracisternal de la PBA oligomerizada sobre los ritmos hipocampales de

ratas anestesiadas.

Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho (de 300 a 330 gr), a las que se les asign6 aleatoriamente
a un tratamiento: A) Administracion intracisternal del vehiculo (n=9); B) Administracion
intracisternal de 5 picomolas de solucion oligomerizada de la PBA (n=5) y C) Administracion
intracisternal de 50 picomolas de solucion oligomerizada de la PBA (n=5). Posteriormente, se les
anestesio con uretano y se colocaron electrodos para registro de campo en la fisura hipocampal. En
todos los casos, después de evaluar la actividad electrofisiologica espontanea del hipocampo
durante una hora, se registré el cambio en la actividad oscilatoria durante 2 min de estimulacién
nociceptiva. Los registros de campo obtenidos fueron analizados con la Transformada Rapida de
Fourier para obtener la potencia de las frecuencias entre 0.1 y 12.2 Hz (con resolucién de 0.6 Hz),
tanto de los registros de actividad espontanea como durante la estimulacion nociceptiva. Con la
finalidad de analizar el efecto de la PBA sobre la actividad “inducida” por la estimulacion
nociceptiva, para cada frecuencia se calcul6 la proporcion de la potencia inducida por la
estimulacion nociceptiva respecto el registro espontaneo y se evalué la diferencia entre grupos a

través de un analisis estadistico no paramétrico.

Resultados: Tal como hemos reportado previamente, la estimulacién nociceptiva en el grupo
control induce una actividad oscilatoria con frecuencias entre 3.7 y 4.9 Hz. Como fue hipotetizado
en esta Tesis, la administracion intracisternal de alguna de las soluciones de PBA oligomerizada

produce una alteracién en los patrones oscilatorios del hipocampo. La administracion de 5
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picomolas de oligbmeros de la PBA produjo un aumento significativo de las frecuencias dentro del
rango Delta, mientras que la administracién de 50 picomolas de oligémeros de la PBA produce el
mismo efecto pero ademas disminuye significativamente la potencia de la actividad oscilatoria

inducida, particularmente en la frecuencia de 4.3 Hz.

Discusion y conclusiones: Se demostré que la administracion intracisternal de oligomeros de la
PBA afecta la funcionalidad del hipocampo, ya que modifican los patrones de oscilacién que este
presenta durante la estimulacion nociceptiva. Esta alteracion podria simular el enlentecimiento del
EEG que presentan los enfermos de la EA en las etapas tempranas. Se propone continuar con ésta

linea de investigacidn, al analizar la relacion de estos efectos con la conducta.
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1. ANTECEDENTES

La poblacion de adultos mayores va en aumento en el mundo y en México (Zufiiga
y Vega, 2005). La transicion demografica que vive nuestro pais, se vera reflejada en una
inversion de la pirdmide poblacional (Fig. 1). Datos avalados por el Consejo Nacional de
Poblacion (Zuiiga y Vega, 2005), pronostican que para el afio 2050 la poblacion de adultos
mayores de 60 afios, que representa actualmente el 7% de la poblacion total, aumentara
hasta llegar al 28% (36 millones; Fig. 2). Por lo anterior, el estudio de las problematicas de

salud de este grupo de poblacion resulta de gran interés.

Piramides de poblacion de México, 1970-2050
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Fuente: Estimaciones del CONAPO

Figura 1 La pirdmide poblacional en México se esta invirtiendo (1970-2050). En la figura se
muestran las piramides poblacionales que se registraron en 1970 y 2000. Con base en los estimadores
poblacionales, se proyecta que para los afios 2030 y 2050 la proporcion de adultos mayores a 60 afios
(linea de corte) aumente drasticamente tanto en el grupo de hombres como en mujeres. Tomado de Z0figa
y Vega, 2005.

Dentro de los problemas de salud mas comunes de los adultos mayores se
encuentran las demencias. Un meta-analisis realizado por Lopes y Bottino (2002), revela
que, en todo el mundo, la prevalencia de demencia va en aumento en relacion al grupo

etario; presentandose una prevalencia de cerca de 3% entre los 70-75 afios, 16% entre 80-



84, de 38 % entre 90-94 y del 55% para mayores de 95. En practicamente todos los estudios
analizados por estos investigadores, la enfermedad de Alzheimer (EA), es la causa mayor
de demencia en adultos mayores, llegando incluso a encontrarse en una proporcion de 5a 1
comparada con otros tipos de demencias (Lopes y Bottino, 2002).

Distribucion de la poblacidn de México por grandes grupos
de edad, 1950-20350
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Fuente: Estimaciones del conmaro.

Figura 2 El porcentaje de adultos mayores de 60 afios estd aumentando. Se estima que
para el 2050 la poblacién de adultos mayores de 60 afios se incremente del 7% que ocupa actualmente

a casi el 30 % en 2005 por lo que el estudio de las problematicas en este grupo de poblacion resulta de
gran interés. Tomado de Zufiiga y Vega, 2005.

Diversos trabajos muestran que la EA tiene una etiologia multifactorial (Tyas et al.,
2001; Sandbrick et al., 1996; Pericak-Vance et al., 1997), que se ve influenciada por
variables genéticas y ambientales diversas, aunque la edad se ha establecido sélidamente
como el factor de riesgo principal (Mufioz y Feldman, 2000; Tyas et al., 2001). Por
ejemplo, una estimacion realizada para la poblacion norteamericana muestra que la
prevalencia de la EA es de 3% en personas de 65 a 74 afos, 18.7% en personas de 75 a 85

anos y 47.2% para aquellas mayores a 85 afios (Hebert et al., 2003).

Para México, es muy dificil encontrar datos duros acerca de la prevalencia de la EA.
Las cifras oficiales no parecen reflejar las cifras esperadas para nuestra distribucion de

poblacién. Existe un solo estudio publicado, que fue realizado en Tepatitan Jalisco, donde



se encontrd una prevalencia cercana al 2% en los adultos mayores de 65 afios (Cruz-Alcala
y Vézquez —Castellanos, 2002). Por otro lado, la Secretaria de Salud en un boletin especial
sobre Alzheimer, estima que la EA tiene una prevalencia en México del 5% entre los

individuos mayores de 60 afios (Gutiérrez, 2002).

Aunque la EA es méas comin conforme envejecemos, hay variaciones amplias
respecto a la edad en la que inicia. En este sentido, la EA puede clasificarse clinicamente en
la de inicio temprano (antes de los 65 afios) y la de inicio tardio (después de los 65 afios)
(Wang, 2003). También, dependiendo de si se ha encontrado un factor genético causal,
puede ser dividida en casos familiares y esporadicos (Wang, 2003). La EA de inicio
temprano se observa mas a menudo en los casos familiares y la de inicio tardio es méas
comun en los casos esporadicos (Wang, 2003). Es importante mencionar que si bien la edad
es un factor de riesgo importante no es el factor causal, pues la EA no es parte del

envejecimiento normal (Morrison y Hof, 1997; West et al., 1994).
1.1 Caracteristicas de la Enfermedad de Alzheimer.

Si bien durante el envejecimiento normal los cambios en el cerebro causan cierta
pérdida de memoria, especialmente la de hechos recientes y un deterioro en la capacidad de
aprendizaje, estas alteraciones no afectan al funcionamiento general del individuo
(Morrison y Hof, 1997). La falta de memoria en las personas mayores se denomina pérdida
de memoria senil benigna y no es necesariamente un signo de demencia o un sintoma
precoz de la EA (Morrison y Hof, 1997).

La demencia es un sindrome debido a una enfermedad del cerebro, generalmente de
naturaleza crénica o progresiva, en la que hay deficiencias de multiples funciones corticales
superiores, entre ellas la memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprension, el
calculo, la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio (Organizaciéon Mundial de la
Salud [OMS], 2002). El deterioro cognoscitivo se acompafia, y es precedido, de un
deterioro en el control emocional, del comportamiento social o de la motivacion (OMS,
2002). La demencia produce un deterioro intelectual apreciable que repercute en la
actividad cotidiana del enfermo, por ejemplo, en el aseo personal, en el vestirse, en el

comer o en las funciones excretoras (OMS, 2002).



En el caso particular de la demencia de tipo Alzheimer, los principales sintomas
clinicos incluyen una pérdida profunda de la memoria, disminucion de la capacidad para
realizar tareas cotidianas, deficiencias en la capacidad de juicio, desorientacion, cambios de
personalidad, dificultad para aprender y finalmente la pérdida de la capacidad para
comunicarse y hacerse cargo del cuidado personal (Wang, 2003; Alzheimer, 1906, 1907,
1911). Aunque estos sintomas clinicos son caracteristicos de la EA, la demencia evoluciona
de modo progresivo a travées de los afios, por lo que se han descrito distintas etapas en el
desarrollo de la misma (Aveleyra et al., 1998). En general, se diferencian tres etapas de la

EA de acuerdo a sus caracteristicas clinicas:

La primera etapa, denominada “amnésica”, se caracteriza por la pérdida progresiva
de la memoria, desorientacion espacial e ineficiencia para desarrollar actividades de la vida
diaria, ademas de alteraciones frecuentes del estado de animo, agitacion, hiperactividad,

apatia, depresion y perplejidad (Forstl y Kurz, 1999).

La segunda etapa es la fase “confusional” que se caracteriza por un deterioro rapido
y progresivo de las funciones intelectuales que se asocian a sintomas focales como apraxia
(pérdida de la capacidad de llevar a cabo movimientos de propoésito, aprendidos y
familiares, a pesar de tener la capacidad fisica y el deseo de realizarlos), afasia (afectacion
de la capacidad de comunicarse mediante el lenguaje, conservando la inteligencia y los
organos fonatdrios), agnosia (interrupcion en la capacidad para reconocer objetos
conocidos o aprender nuevos, sin haber deficiencia en la alteracion de la percepcion,
lenguaje o intelecto) y discalculia (incapacidad de realizar operaciones matemaéticas o
aritméticas) (Forstl y Kurz, 1999). La mayor deficiencia en esta segunda etapa se observa
en la memoria de hechos recientes y en la evocacion de recuerdos; también se presentan
alteraciones en la postura y en la marcha, y pueden aparecer algunos sintomas psicoticos

como alucinaciones o delirios (Forstl y Kurz, 1999).

Por altimo, la etapa “demencial” que se caracteriza por un deterioro claro en toda la
conducta intelectual y motora, incluso aparece incontinencia urinaria y fecal entre otros
signos y sintomas neuroldgicos severos (Forstl y Kurz, 1999). El paciente pierde toda

capacidad para caminar o comunicarse y se vuelve incapaz de cuidarse a si mismo; la



muerte sobreviene entre 5 y 10 afios después de iniciada la enfermedad, principalmente a
causa de enfermedades infecciosas (Bianchetti y Trabucch, 2001).

Estas manifestaciones clinicas fueron originalmente descritas por Alois Alzheimer
en 1906, respecto el caso clinico de una paciente denominada Auguste D, en una ponencia
impartida en un congreso en Tubingen Alemania. Dicha presentacion fue publicada a modo
de resumen ese mismo afio (Alzheimer, 1906) y un afio despueés la versién completa de su
exposicion (Alzheimer, 1907). En los afios siguientes fueron reportados otros casos
similares (Bonfiglio, 1908; Perusini, 1909) y en 1910 Emil Kraepelin, en la octava edicion
de su libro “Psiquiatria Clinica”, identificd el trastorno como una identidad nosoldgica
particular y uso por primera vez el término “Enfermedad de Alzheimer” (Kraepelin, 1910).
Alzheimer publico, en 1911, un trabajo mas extenso y completo donde incorpora los
hallazgos encontrados en un segundo paciente: “Johann F” (Alzheimer, 1911). En los
trabajos de Alzheimer se describe una demencia con caracteristicas observables en distintos
niveles: los problemas de memoria ya antes mencionados; marcadores anatdmicos que
incluyen “atrofia cerebral, hidrocefalia, arteriosclerosis en los pequefios vasos sanguineos
cerebrales”, asi como también marcadores histopatologicos definitorios que, hoy en dia,
adquieren relevancia diagndstica: las marafias neurofibrilares y las placas seniles (Figs. 1.3,
1.4; Alzheimer, 1906, 1907, 1911, Braak et al., 2006; Im et al., 2008).



A)

Figura 3 Marafas neurofibrilares y placas seniles en Auguste D. A) En los dibujos
realizados por Alzheimer (1911) se muestran las marafias u ovillos neurofibrilares que se encuentran
como franjas oscuras en el interior de las neuronas. Las fotomicrografias mostradas en B) fueron
obtenidas por Graeber et al., (1998) y muestran las placas seniles del mismo paciente. Se aprecian
como agregados densos de neuritas distréficas (a la derecha se muestra una amplificacion).

1.2 Marcadores de la Enfermedad de Alzheimer.

Las marafas u ovillos neurofibrilares estan constituidos de filamentos helicoidales
que se encuentran dentro del cuerpo de las neuronas y en sus dendritas proximales (Fig. 3).
Las marafias estan formadas por la isoforma no soluble de la proteina asociada a
microtibulos TAU (Igbal et al., 1974; Grundke-Igbal et al., 1986a). La proteina TAU deja
su conformacion soluble al encontrarse hiperfosforilada (Grundke-Igbal et al., 1986b), lo
que compromete su funcion estructural en el citoesqueleto (Igbal et al., 1986) y en el

transporte axonal. La agregacion de la proteina TAU eventualmente mata a las neuronas



qgue dejan a los restos de sus cuerpos y a las marafias neurofibrilares en el liquido
intersticial, donde interactian con agregados de la proteina beta amiloide (PBA) para
formar las placas seniles (Figs. 4 y 5) (Igbal y Grundke-Igbal, 2008). Estos marcadores
histopatoldgicos de la EA se pueden observar en un primer momento en la corteza
entorrinal y luego las anormalidades se extienden también a la neocorteza y al hipocampo
(Braak et al., 2006).

Las placas seniles estan formadas principalmente por la agregacion de la PBA
(Glenner y Wong, 1984) y de éstas, se han clasificado al menos dos tipos principales en los
cerebros de los enfermos con EA: las placas neuriticas y las placas difusas. Las placas
neuriticas contienen agregados densos de fibrillas de amiloide o placas amiloideas, que
estdn rodeadas por axones y dendritas (neuritas) distroficas, asi como de astrocitos y
microglia (Morris 1995 citado en Wang, 2003). Las placas difusas contienen amiloide no
estructurado que no esta rodeado por restos neuronales (Wang, 2003). Las placas seniles se
encuentran en zonas cerebrales especificas: En la etapa temprana de la EA aparecen en las
estructuras mediales del 16bulo temporal, la corteza entorrinal y el hipocampo, mientras que
en la fase tardia de la enfermedad las placas aparecen en las areas asociativas temporales y

en la corteza parietal (Braak et al., 2006).

La PBA es un peptido de entre 39 a 43 amino&cidos, producto del catabolismo de
una glico-proteina transmembranal denominada proteina precursora del amiloide (PPA o
APP por sus siglas en inglés), cuyo gen esta localizado en el cromosoma 21 (St George-
Hyslop et al., 1987). La PPA puede ser degradada por dos vias enzimaticas que son
mutuamente excluyentes, la no-amiloidogénica y la amiloidogénica. La degradacion de la
PPA que no produce beta amiloide (no-amiloidogénica) ocurre cuando la enzima alfa
secretasa degrada a la PPA en un sitio intermedio de la secuencia que constituye a la PBA
(Allinson et al., 2003), previniendo asi su formacion (Octave, 1995). Se ha atribuido la
actividad de la alfa secretasa a dos miembros de la stper familia de las metaloproteasas
dependientes de zinc, las enzimas ADAM-10 y ADAM-17 (Kojro y Fahrenholz, 2005).
Esta Gltima, también es conocida como TACE (por otro de sus sustratos —el factor de
necrosis tumoral alfa: tumor necrosis factor o converting enzyme-) (Kojro y Fahrenholz,
2005).



Figura 4 Marcadores
histopatoldgicos de la
EA.

Superior. En este dibujo de
Alois Alzheimer se
muestran las principales
caracteristicas
histopatolégicas presentes
en los pacientes con EA.
Las marafias u ovillos
neurofibrilares se ven como
manchas obscuras dentro de
los cuerpos neuronales (glz)
y estos Ultimos se
aglomeran alrededor de
densos agregados
amiloideos (P,) formando
las placas seniles.
Modificado de Alzheimer
(1911) citado en Dham,
(2006).

Inferior. En esta
fotomicrografia obtenida de
la corteza cerebral de un
enfermo con EA, es posible
observar a las marafias
neurofibrilares como
manchas obscuras en forma
de flama (T) y en el centro
de la imagen una placa senil
formada por un centro de
amiloide rodeado por
neuronas distroficas, una de
las cuales (flecha)
claramente da origen a un
delgado axon. Tintura de
plata 600x. Tomado de
Mufioz y Feldman, (2000).

Como consecuencia de la via no-amiloidogénica la hidrdlisis de la PPA genera el
fragmento sPPA alfa (Fisher, 2008). Este fragmento ha mostrado actividad como factor

neurotrofico (Bell et al., 2008) y parece funcionar como neuroprotector (Furukawa et al.,



1996) y facilitador de la memoria (Meziane et al., 1998). En cambio, la via amiloidogénica
genera como producto metabolico a la PBA. En ésta via la PPA es cortada en uno de sus
extremos (el amino-terminal), por una enzima denominada originalmente beta-secretasa
(que luego se identifico como BACE “beta-site APP-cleaving enzime”) y en el otro
extremo (el carboxilo terminal), por una enzima tetramérica denominada gama-secretasa
(constituida por proteinas que incluyen a las presenilinas 1 y 2) (Fig. 5). Se ha demostrado
que alteraciones en la via amiloidogénica, que tiene como consecuencia un aumento en la
produccién de la PBA, juegan un papel muy importante en la patogénesis de la Enfermedad
de Alzheimer (Goate et al., 1991; Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev
et al., 2002).

ALFA
BETA secretasa GAMMA
secretasa

secretasa
\l PSEN1Y 2

lloide |

PBA

Figura 5 Vias de degradacion de la PPA y formacion de la PPA. Existen dos vias
metabdlicas de degradacion de la PPA. En la denominada via amiloidogénica la PPA es cortada
inicialmente por la beta secretasa y luego por la gamma secretasa (conformada en parte por las
presenilina 1 y la 2 [PSEN 1 y 2] lo que genera la PBA. La otra via de degradacién de la PPA
involucra a la alfa secretasa, que degrada a la PPA en una seccion que esta por en medio de la
secuencia perteneciente a la PBA, lo que impide la formacion de esta Gltima.

En las ultimas décadas, se ha tratado de relacionar la presencia de los marcadores
histopatolégicos y el deterioro cognoscitivo en la EA (Lue et al., 1999; Walsh et al., 2002).
Sin embargo, de estos esfuerzos se ha concluido que ni el dafio anatomico, ni la cantidad de
placas seniles o de marafas neurofibrilares presentan una correlacion directa con el nivel de
deterioro cognoscitivo en la fase temprana de la enfermedad (Pefia et al., 2006). Por otra
parte, las deficiencias cognoscitivas correlacionan muy bien con cambios en la actividad

electroencefalografica (Valladares-Neto et al., 1995) y con la presencia de agregados



solubles de la PBA (Lue et al., 1999; Walsh et al., 2002; Wang, 2003). Estos datos han
reforzado la propuesta de que los oligdmeros solubles de la PBA juegan un papel crucial en
la patogénesis de la enfermedad. De hecho, asociada a la sobreproduccién de la PBA
soluble, se ha observado una hipofuncionalidad metabodlica temprana que sigue el mismo
patron del dafio tisular que se presenta en las fases posteriores de la enfermedad (Fig. 6)
(Fazekas et al., 1989).

CONTROLES

EA

Figura 6 Diferencias entre los cerebros de enfermos de EA (inferiores) y controles sanos
de la misma edad (superiores). En imagenes de Tomografia Computarizada (A), se muestra atrofia
cortical y aumento en el tamafio de los ventriculos en los enfermos de EA. En imégenes de Resonancia
Magnética (B), se puede ver aumento en el tamafio de los ventriculos y un “halo” de sefal de alta intensidad a
su alrededor. En imégenes de Tomografia por Emision de Positrones (C), se observa una disminucion del
metabolismo que es mas pronunciada en el hemisferio izquierdo, mientras que las cortezas sensoriales casi no
se ven afectadas. Tomado de Fazekas et al. (1989).

1.3 Patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer.

En la actualidad, la propuesta mas ampliamente aceptada acerca de la patogénesis

de la EA supone que el evento que la precede y desencadena es un desequilibrio entre la
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produccion y la degradacion de la PBA (Hardy y Selkoe, 2002). La PBA se genera en todas
las personas y parece tener una funcion fisioldgica reguladora de la actividad neuronal
(Cirrito et al., 2005; Priller et al., 2006). Sin embargo la PBA puede acumularse y alcanzar
niveles tdxicos que favorecen la agregacion en oligdbmeros solubles (Gandy, 2005). Esto
ocurre como consecuencia de alteraciones en la cadena metabdlica que produce la proteina
(Goate et al., 1991; Sherrington et al., 1995; Rogaev et al., 2002; Levy-Lahad et al., 1995) o
por afectaciones de su proceso de degradacion (Leissring et al., 2003). Dichas alteraciones
pueden ser generadas ya sea por causas genéticas (St George-Hyslop, 2000a) o por factores
relacionados con las condiciones de vida y salud de los individuos (Fazekas et al., 1989;
McGeer et al., 1996; Blasko et al., 2001; Jellinger et al., 2001; Tyas et al., 2001; Uryu et al.,
2002; Mayeux, 2003), o por la interaccién de ambos tipos de factores (Ott et al., 1998;
Merchant et al., 1999). Una vez que la PBA se encuentra en solucidn tiende a desarrollar un
proceso de agregacion que lleva a la formacidn secuencial de oligémeros solubles, fibrillas
solubles y eventualmente fibrillas insolubles (Pefia et al., 2006).

En los ultimos afios, se ha acumulado evidencia que sugiere que las formas solubles
de la PBA son responsables de la generacion de muchos de los sintomas tempranos de la
EA, independientemente de la formacion de las placas seniles y la concomitante
neurodegeneracion (Walsh et al., 2002; Pefia et al., 2006). Por ejemplo, los pacientes
presentan deterioro cognoscitivo temprano mucho antes de que se formen las placas seniles
(Naslund et al., 2000), del mismo modo que ocurre con los modelos transgénicos de la EA
(Hsia et al., 1999; Moechars et al., 1999; Giacchino et al., 2000; Mucke et al., 2000;
Stephan et al., 2001; Wang et al., 2004; Wang et al., 2004). Ademas, como se menciono
anteriormente, la severidad de la demencia temprana s6lo correlaciona con la cantidad de
oligdmeros solubles de la PBA (Lue et al., 1999; Gong et al., 2003).

Debido a que los oligomeros solubles de la PBA pueden afectar las funciones
cerebrales mucho antes de producir muerte neuronal (Fazekas et al., 1989), se han
estudiado los efectos de ésta proteina sobre dos mecanismos celulares ampliamente
relacionados con la cognicion y la memoria (Pefia et al., 2006). El primero es el fenédmeno
plastico denominado potenciacion de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y el
segundo es la generacion de patrones de oscilacion poblacional en los circuitos neuronales
(Pefia et al., 2006).
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En cuanto a la LTP, aunque existen maultiples reportes que sugieren que éste
fendmeno pléstico es afectado por la PBA (Stephan et al., 2001; Walsh et al., 2002; Wang et
al., 2004; Wang et al., 2004), aunque otros autores no han corroborado estos resultados
(Hsia et al., 1999; Fitzjohn et al., 2001; Sun y Alkon, 2002), e incluso existen estudios en
los que la PBA aumenta la induccion de la LTP tanto in vitro (Wu et al., 1995; Koudinov y
Berezov, 2004) como en ratones transgénicos in vivo (Parent et al., 1999; Jolas et al., 2002).

En vista de que la PBA provoca efectos contradictorios sobre la LTP y que estos no
se asocian necesariamente con el deterioro cognoscitivo que ésta produce (Pefia et al.,
2006), nosotros hemos estudiado el efecto de la PBA sobre los ritmos cerebrales (Pefia et
al., 2010; Balleza-Tapia et al., 2010). Esta linea de trabajo se ve apoyada por observaciones
directas en pacientes con EA en las que se ha reportado consistentemente un
"enlentecimiento” en la actividad electroencefalografica, que se caracteriza por una
disminucion en la potencia y la coherencia de los patrones de oscilacion de frecuencias
rapidas y un aumento de ambos pardmetros en las frecuencias lentas dentro del rango delta
(menores a 3 Hz); de modo relevante, el "enlentecimiento” del electro encefalograma
(EEG) correlaciona muy bien con la severidad de la demencia en etapas tempranas de la
enfermedad (Hughes et al., 1989; Schreiter-Gasser et al., 1994; Nobili et al., 1999; Ihl et al.,
1996; Kowalski et al., 2001).

Se ha propuesto que la PBA afecta de modo particular a los patrones de oscilacion
dependientes de acetilcolina (Sun y Alkon, 2002), pues ademéas de que estos son de gran
relevancia para la memoria, las estructuras que forman parte de este sistema de
neurotransmision, como es el caso del hipocampo y del septum, se ven seriamente
afectadas en la EA (Francis et al., 1993). En estudios preliminares de nuestro laboratorio, se
ha demostrado que la PBA es capaz de alterar la generacion de los patrones de oscilacion
colinérgicos y no-colinérgicos, en rebanadas hipocampales de rata. Dichos hallazgos han
sido corroborados con animales transgénicos que presentan una patologia tipo EA (Driver
et al., 2007).

Uno de los patrones oscilatorios relacionado con diversos procesos cognoscitivos es
el ritmo theta hipocampal (3-8 Hz) (Shin et al., 2005; McNaughton et al., 2006). Este ritmo,
que es objeto de estudio en el presente trabajo, puede ser registrado, en su mayor amplitud,
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en la fisura hipocampal de ratas anestesiadas con uretano en respuesta a una estimulacion
nociceptiva (Shin et al., 2005). Datos clinicos y experimentales muestran que el ritmo theta
hipocampal es fundamental para diversos procesos cognoscitivos como las conductas de
exploracién y el suefio con movimientos oculares rapidos (REM) en roedores (McNaughton
et al.,, 2006) y, en el caso de los humanos, para las funciones relacionadas con la
navegacion espacial, la memoria, y la cognicion (Kahana et al., 2001). Se ha propuesto que
la sincronizacion de las neuronas individuales con el ritmo theta, es critica para la
codificacion y la decodificacion de la actividad de los ensambles neuronales, asi como para
los fendmenos de plasticidad sindptica y el funcionamiento de la memoria de trabajo
(Kahana et al., 2001; Buzsaki, 2002; O’Keefe y Recce, 1993; Bragin et al., 1999). En base
a lo anterior, se ha propuesto que dichas oscilaciones pueden ser la base operacional del
hipocampo que proporciona una ventana temporal que recluta coherentemente multiples
ensambles neuronales para la representacién, procesamiento, almacenaje y evocacion de la
informacion (Engel et al., 2001; Buzsaki y Draguhn, 2004). De hecho, farmacos que
aumentan o reducen la memoria, incrementan o inhiben respectivamente al ritmo theta
(Leung y Desborough, 1988; Kinney et al., 1999).

La evidencia anterior nos permite especular que la PBA podria desencadenar
deterioro cognoscitivo a través de afectar la generacion de patrones oscilatorios

hipocampales (Pefia et al., 2006; Pefia et al., 2010).

En un estudio previo de nuestro laboratorio, se determind que la administracion
intracerebroventricular del fragmento 25-35 de la PPA provoca cambios en los ritmos
registrados en la fisura hipocampal de ratas anestesiadas con uretano durante estimulacion
nociceptiva. Estos cambios consisten en una disminucion de la actividad dentro del rango
de frecuencia de entre 1 y 60 Hz con respecto a los valores obtenidos antes de la
administracion (Fig. 7) (Pefa et al., 2010).
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Fig.7 La administracion del fragmento 25-35 de la PBA afecta las oscilaciones
hipocampales inducidas por la estimulacion nociceptiva en ratas anestesiadas con

uretano. A) lzquierda. Se muestra el cambio provocado por la estimulacion (flecha) en la actividad
electrofisioldgica espontanea. Derecha ampliacién durante de la fase estable de la estimulacion. Inferior al
segmento de registro de la izquierda se puede observar en el espectrograma que las frecuencias
predominantes son lentas y durante la estimulacion se definen dentro de un rango de entre 3 'y 5 Hz. Inferior
al trazo ampliado, el espectro de potencia correspondiente muestra un pico de frecuencia definido (3-5 Hz.).
Este patron de actividad disminuy6 cuando se administraron 200 nanomoles del fragmento 25-35 de la PBA
(ambos registros comparten la escala). B) EI cambio de actividad se manifiesta también por una disminucién
en la regularidad del registro mostrado en la gréfica de autocorrelacion. C) Al cuantificar la actividad total se
observa una disminucién significativa con respecto a la condicién control después de la administracién
intracerebroventricular del fragmento 25-35 de la PBA, que no es producida por la secuencia inversa
(fragmento inocuo 35-25). Tomado de Pefia et al., (2010).
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En este antecedente quedaron diversas cuestiones pendientes como, por ejemplo,
determinar el posible efecto de otras especies de PBA fisiolégicamente mas significativas en
los enfermos (Pike et al., 1995; Selkoe, 2008) y ademas buscar otras opciones de
administracion del péptido, pues las implantaciones cronicas consumen mucho tiempo e
implican diversas manipulaciones de los animales (p.e. la anestesia repetida), que podrian
contribuir a modificar los efectos observados.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la EA adquiere gran relevancia por el aumento de su prevalencia en los
proximos afios. Debido a esto, es necesario contar con modelos experimentales que
exploren aspectos especificos de la enfermedad y puedan representar rasgos particulares de
los casos esporadicos y las fases tempranas. En un trabajo previo de nuestro laboratorio se
demostro que la administracion intracerebroventricular de los monémeros de una secuencia
truncada de la la PBA (el fragmento 25-35) afecta los ritmos hipocampales que estan
asociados a mdaltiples procesos cognoscitivos. Dado que los oligdmeros de la secuencia
completa de la PBA (1-42) son la forma que se ha asociado con el deterioro temprano de la
cognicion en los pacientes con EA, en el presente trabajo se utilizo esta secuencia completa
para evaluar su efecto sobre la actividad electrofisiolégica hipocampal inducida por
estimulacion nociceptiva in vivo. Ademas, exploramos una metodologia mas sencilla: la

administracion intracisternal.
3. OBJETIVO

Estudiar el efecto de la administracion intracisternal de la PBA oligomerizada (1-42), sobre
los patrones oscilatorios hipocampales inducidos por estimulacion nociceptiva en ratas

anestesiadas con uretano.

Con relacion al objetivo anterior se plantea la siguiente hipotesis:

Si la administracion intracisternal de los oligobmeros de la PBA (1-42) afecta el
funcionamiento del circuito hipocampal, entonces producira diferencias en la actividad

oscilatoria poblacional inducida por la estimulacion nociceptiva.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Sujetos.

Se utilizaron 30 ratas Wistar de 300-330 gr de peso, criadas en cajas contenedoras de 5 a 8 ratas con
acceso libre a agua y comida. Todos los animales fueron proporcionados por el bioterio del
CINVESTAV- Sede Sur y se utilizaron de acuerdo a los lineamientos establecidos por dicho
Centro.

4.2 Materiales.

Para la inyeccion intracisternal: Jeringas dentales calibre 30 G, como inyectores, unidas a un
catéter plastico. Una caja de acrilico de 20 cm x 20 cm x 20 cm con tapa. Torundas de algodon. Una
jeringa de 25 microlitros (Hamilton).

Para las cirugias: Jeringas para inyeccion de insulina. Frascos cilindricos de cristal con tapa
pléastica de 2 cm de alto y de 1 cm de didmetro. Material de cirugia (torundas, hojas de bisturi,
material de diseccidn etc.).

Para la elaboracion de los electrodos. Conectores tipo pin de una linea. Alambre aislado de dos
hilos para los electrodos de registro, compuesto de acero inoxidable No. 304 en aleacion HFV NAT
HFV nylon Bond. Numero 3669/06 (Califormia Fine Wire Company, California). Alambre de un
hilo asilado tipo “wire wrap”. Acrilico dental y solvente.

Para la verificacion del lugar de implantacion del electrodo. Portaobjetos.

4.3 Sustancias quimicas.

Para la inyeccion intracisternal: Liquido Cefalorraquideo Artificial, azul de metileno, éter etilico
(FERMONT), Proteina Beta Amiloide 1-42 (SIGMA) y medio de cultivo F12 (SIGMA) como
medio de oligomerizacién y vehiculo.

Para la elaboracién de electrodos. Acido muriatico.

Para las cirugias: Uretano (SIGMA), propilenglicol (SIGMA), pentobarbital sodico. “Anestesal”
(PFIZER), y cloruro de benzalconio.

4.4 Aparatos.

Para la inyeccion: Una bomba de perfusion dual (HARVARD APRATUS COMPANY Mod. 942).

Para las cirugias: Plancha de acero, (SYBRON mod. termoline 1000); estereotaxico con una torre
(DAVID KOPF).

Para los registros. Tres amplificadores (GRASS) 7p511 para registro de EEG; una computadora de
escritorio con tarjeta digitalizadota para adquisicion de datos; una lampara con foco incandescente
de 75 W.

Para la verificacion del lugar de implantacién del electrodo. Un estimulador (GRASS modelo S
5); un vibratomo 1000 plus (BIVRATOME). Un escaner (HP F380).
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4.5 Programas de computo.

Para la adquisicion de datos: Axotape.
Para la verificacion del lugar de implantacion del electrodo. HP Solution center.
Para el analisis de los datos: Clampfit versién 10.0, Prisma Stat y paqueteria OFFICE.

4.6 Métodos.

Se sigui6 la metodologia experimental que se resume en el Cuadro 1 y que se explica a
continuacion.

IPREPARACION DE LOS MATERIALES PARA REGISTRO (a)l

i

[ PREPARACION DE LAS SUSTANCIAS Y FARMACOS (b) |

v

|_PREPARACION DE LOS SISTEMAS DE REGISTRO (c) |

ASIGNACION DE LOS GRUPOS (d)

VEHICULO PBADOSIS BAJA | PBADOSIS ALTA
Medio de cultivo F-12] 5.0 picoMolas 50.0 picoMolas
n=9 n=5 n=6

.

I ADMINISTRACION INTRACISTERNAL DE LA PBA O VEHICULO (e) I

v

| ANESTESIA URETANO 1.55g/Kg (f) |

v

CIRUGIA PARA LA IMPLANTACION DE ELECTRODOS
EN LA FISURA HIPOCAMPAL (g)

v

REGISTRO DIGITAL DE LAACTIVIDAD ELECTROFIS!OLOGICA POBLACIONAL
ESPONTANEA [ESPON] Y BAJO ESTIMULACION NOCICEPTIVA [EN] (h)

y

I VERIFICACION DE LOS LUGARES DE IMPLANTACION (i) I

OBTENCION DE VENTANAS DE LAACTIVIDAD
(ESPON Y EN) DE 1 MIN (j-1)

. 7

ANALISIS DE LOS REGISTROS OFF LINE (j)

CUANTIFICACION DE LA POTENCIA DEL
ESPECTRO DE FRECUENCIAS (j-2)

v
v [ NORMALIZACION ESPON=100% (-3) |

ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO E
INFERENCIAL NO PARAMETRICO (k)

Cuadro 1 Procedimiento experimental. Se presenta, en orden descendente, el procedimiento
principal en la columna izquierda. La letra entre paréntesis representa la seccion del presente
apartado donde se describe el procedimiento.
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a) Preparacion de materiales para registro (electrodos).

Para hacer los electrodos de registro se cortaron alambres de acero en tramos de 3 cm. Las
puntas de un extremo fueron separadas 0.5 cm con una navaja y se removid el aislante de esta
seccién. Posteriormente, las dos puntas fueron dobladas a modo de ojal para soldarles dos secciones
de 2 cm de alambre wire wrap a las que previamente se les retird el aislante. Esta unién se realizé
en un angulo de 90° con la ayuda de una gota de acido muriatico. Posteriormente, los extremos
libres de las dos secciones de wire wrap fueron cortados a 0.5 cm de la unién y soldados a dos de
los tres polos de un pin macho. A continuacion se soldd otra seccion de 5 cm de wire wrap al tercer
piny este cable se utilizo para aterrizar el sistema de registro.

Después de comprobar la conductibilidad de los electrodos, se recubrieron con acrilico
dental para evitar desoldaduras y como aislante. Como un mismo electrodo se utiliz6 en diversos
experimentos, antes de usarlos se comprob6 la funcionalidad de cada uno y posteriormente, se corto
su punta con un angulo de 45° para que los dos alambres que la componen se separaran y ademas
para que no quedaran residuos del experimento anterior.

b) Preparacion de los fArmacos y sustancias.

Para preparar los oligbmeros del fragmento 1-42 de la PBA, se utilizd el protocolo de
oligomerizacion descrito anteriormente y con el que se obtienen principalmente oligémeros
hexaméricos de la proteina (Balleza-Tapia et al., 2010). Se administré 5ul de esta solucién a cada
uno de los grupos: para la dosis alta a una concentracion de 10uM (equivalente a una
administracion de 50 picoMolas); para la dosis baja a una concentracion de 1uM (equivalente a una
administracion de 5 picoMolas); como vehiculo para el grupo control se utilizé el mismo medio en
el que se diluyeron los oligbmeros de la PBA (medio de cultivo F12). Se decidio utilizar esta forma
de la PBA porque es la mas abundante en las placas seniles que presentan los enfermos de
EA (Pike et al., 1995) y ademas, los oligomeros afectan con mayor potencia diversos
procesos fisioldgicos (Selkoe, 2008; Sandberg et al., 2010; Adaya-Villanueva et. al. 2010;
Pan et al., 2011).

¢) Preparacion de los sistemas de registro.

El electrodo fue sostenido durante el registro por el brazo del aparato estereotaxico; este
Gltimo se mantuvo sobre una base de madera, dentro de una caja metalica de 60 x 63 x 31 (que
cumplié la funcién de jaula de Faraday al aislar la rediacion). Todos los componentes del sistema de
registro (el estereotaxico y la tierra de los amplificadores), se conectaron en un mismo circuito hacia
la tierra del enchufe eléctrico por un lado y hacia el cuerpo del animal y a la tierra del registro por el
otro (esto para eliminar el ruido eléctrico). La sefial proveniente del electrodo y de la tierra, se
amplificé (10 a 30 microV/mm), se filtrd (pasa-bajas 30 KHz y pasa-altas 0.3 Hz) y se transmitio
por una interfase para enviar la sefial a la tarjeta convertidora anal6gico digital instalada en la PC
para su grabacion y posterior anélisis.

d) Asignacion de los grupos

Los 30 sujetos se asignaron aleatoriamente a los 3 grupos. Se considerd para el analisis
solamente a los sujetos en los que se verificO una correcta administracion del farmaco o del
vehiculo, un lugar de registro adecuado y que sobrevivieron durante todo el experimento (ver
secciones correspondientes). 19 experimentos cumplieron con los criterios de inclusion quedando 9
para el grupo control, 5 para el grupo al que se le administré la dosis de 5 picoMolas y 5 en el grupo
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al que se les administré 50 picoMolas de los oligémeros de la PBA. El resto de los sujetos no se
inlcuyeron en el analisis debido a que no sobreviveron a la anestesia (5 sujetos) o debido a una
posicion del electrodo fuera del hipocampo (6 sujetos).

e) Administracion intracisternal de una de las tres dosis de la PBA o el vehiculo.

Cada animal fue transportado del bioterio al laboratorio donde se ambientd dentro de una
caja de transporte por mas de media hora. Para realizar la inyeccion intracisternal se sed6 con éter a
casa rata dentro de la caja de acrilico e inmediatamente con ayuda de la bomba de ferfusion se
realizd la inyeccion intracisternal de 5ul de solucion (2ul/min), de una de las distintas dosis de la
PBA o del vehiculo (ver figura 8).

Figura 8 Técnica de inyeccion intracisternal en rata. Con cuidado de no asfixiar al animal una
vez que este ha sido anestesiado, se le sujeté con una mano apoyada cdmodamente sobre alguna
superficie fija, colocando el dedo medio bajo la trdquea y empujando sutilmente con el indice al area del
bulbo olfatorio hacia abajo (de modo que la membrana sobre la cisterna cuadrigémina cerebral magna -
cisterna magna- fuera mas accesible), se realiza la puncién con la otra mano. A modo de tope se colocé
un recubrimiento plastico a la aguja para controlar la profundidad de la puncién, dejando libre solamente
1.5mm de la punta. Como es una técnica que requiere de pericia, se realizaron antes varias punciones de
practica en otras ratas: primero extracciones de liquido cefaloraquideo y posteriormente administracion
de colorantes con verificacion postmortem. Todas estas pruebas se realizaron cumpliendo con los
lineamiento establecidos por el CINVESTAYV para el manejo de los animales de laboratorio (Adaptado
de Patwardhan et al., 2005).

Se decidié utilizar la administracion intracisternal ya que no requiere de implantacion
cronica de canulas de inyecciéon (Patwardhan et al., 2005). Para verificar la administracion de la
cantidad correcta, se marco sobre el catéter la distancia que debia de recorrer una burbuja de aire al
inyectar 5 pl y posteriormente se dejo el inyector en la misma posicion durante 30 segundos; en los
casos en lo que se presento algin problema durante la administracion se detuvo el experimento.
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f) Anestesia con uretano.

Una hora después de la inyeccién de la PBA o el vehiculo, se prepar6 a los animales para la
cirugia anestesiandolos con intraperitonealmente con una mezcla de uretano en propilenglicol (6:1);
El uretano fue utilizado porque permite registrar la respuesta electrofisiolégica del hipocampo ante
estimulacién en condiciones controladas de anestesia general (Kinney et al. 1999), ya que a nivel
central no altera los sistemas colinérgico y GABAérgico (Maggi y Meli, 1986). Se utilizé una
dosis de 1.55¢gr de uretano por Kg de peso. Se eligié esta dosis con base a pruebas en las que con
dosis menores a 1.45gr/Kg la mayoria de las ratas (70 %, n= 10), no se mantienen debidamente
anestesiadas durante el tiempo que duraron los registros) y necesitan dosis de mantenimiento que
alteran las caracteristicas de los ritmos generados; y con dosis de 1.8gr/Kg no es posible registrar
ritmos en respuesta a la estimulacién nociceptiva pues en algunos casos se registra en la fisura
hipocampal actividad electrofiosioldgica en forma de rafagas (60 % de los casos, n=10) o en otros
las ratas mueren en un periodo breve (20 %, n=10). No se muestran estos registros.

g) Cirugia estereotaxica e introduccion del electrodo de profundidad.

Después de anestesiar a los animales con uretano se colocaron en el aparato estereotaxico
para realizar la cirugia. Una vez fijados se realizd la diseccion de la piel superior al craneo, se
separo la piel con ganchos, se removid todo el tejido restante y después de realizar un trepano con el
taladro en el lugar indicado, se removié con la punta de una aguja delgada las meninges;
posteriormente se introdujo el electrodo para quedar colocado en las coordenadas estereotaxicas
deseadas: AP +3.6, L. +3.6 y DV -3.5 a -3.7 respecto a Bregma (Paxinos y Watson, 1982). Con
estas coordenadas la punta del electrodo se localiza en la fisura hipocampal (Pefia et al., 2010;
Buzsaki, 2002).

h) Registro de la actividad eléctrica del hipocampo.

Una vez colocado el electrodo en el lugar deseado, se inicio el registro de la actividad
electrofisiolégica de la fisura hipocampal; después de media hora (tiempo necesario para que la
actividad registrada se regularice después de la introduccidon del electrodo), se calibr6 y ecualizé la
sefial del modo mas adecuado al caso (sefial de calibracién de 50 o 500uV.); una hora después de
haber iniciado el registro, se aplicé estimulacion nociceptiva (EN) a la rata colocando una pinza
pléstica en su cola (a 2 cm de la base) durante dos minutos. El periodo de estimulacion fue
registrado en la bitdcora y marcado con una etiqueta en el programa de adquisicion de datos para su
posterior analisis.

i) Verificacion de los sitios de registro.

Para verificar el sitio de registro, al finalizar el experimento se conectaron los electrodos a
un aparato de estimulacion y se aplicé un tren de pulsos rectangulares durante 30 s, con una
duracién de 3 ms, a una frecuencia de 30 Hz y una magnitud de 30 V (produciendo una corriente
estimada de 1.5 microA), lo anterior para producir una lesion y asi localizar post mortem la punta
del electrodo de registro. Posteriormente se extrajo el electrodo, se retir6 a cada animal del
estereotaxico y se les administré una sobredosis de pentobarbital sédico (1ml por 1Kg de peso),
antes de sacrificarlos. Finalmente se les extrajo el cerebro para fijarlo en el vibratomo y mientras el
tejido era bafiado en liquido cefalorraquideo artificial, se obtuvieron rebanadas frontales de 200
micrometros de grosor del hipocampo. Una vez que se obtuvo una rebanada donde se pudiera
observar claramente la lesion por cauterizacion, se coloco en un cubreobjetos y se escane6 contra un
fondo negro a una resolucion de 3600 ppp (Figura 9).
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Figura 9 Localizacién de los sitios de registro. Para cada experimento se coloco la punta del
electrodo de registro en las coordenadas estreotaxicas: AP +3.6, L. +3.6 y DV -3.5 a -3.7 respecto
a Bregma (Paxinos y Watson, 1982). Para verificar el sitio de registro se cauteriz6 con corriente
el tejido alrededor de la punta del electrodo, se obtuvieron rebanadas de 200 micrémetros y
finalmente se digitaliz6 su imagen. Se muestran como puntos negros alrededor de la flecha, los
lugares de registro de los experimentos que cumplieron con los criterios de inclusion. Notesé que,
de este modo, es posible verificar que el registro se realiz6 correctamente en el hipocampo.

j) Andlisis de los registros off line.

1.- Del registro de cada experimento se tomaron 2 ventanas de 30 s, que se utilizaron para
los diversos analisis, la primera durante la actividad espontanea que antecedi6 a cada estimulacion
(ESPON), y otra de la actividad registrada durante la estimulacion nociceptiva (EN). Las ventanas
de la actividad espontanea se empezaron a tomar 1.5 min antes de la estimulacion, y las de la
estimulacion 30 s después del inicio de ésta. En los casos en los que se llego a presentar “ruido” de
gran amplitud en el registro se tomaba una region anterior (ESPON) o siguiente (EN), procurando
siempre tener la sefial mas cercana posible a lo establecido.

2.- El andlisis de potencia espectral es un método para cuantificar el contenido en
frecuencias de una sefial, asi como la potencia de cada una de ellas (Sanchez, 1993), para realizarlo
se ajusto la linea base del registro al promedio de cada ventana y posteriormente se descompuso la
sefial en su espectro de frecuencia, obteniendo la potencia (contribucion), de intervalos de ~0.6 Hz.
Esto se realiz6 con la funcion que para ese fin dispone el software Clamfit, con una ventana tipo
“hamming”, a una resolucion espectral de 0.6 Hz y considerando los rangos entre 0.1y 12.8 Hz; se
consideré este rango de frecuencias debido a que son aquellas modificadas en los pacientes con EA
(Babiloni et al. 2007).

3.- Posteriormente, para cada rango de frecuencia, se normaliz6 la potencia obtenida
durante la estimulacion, considerando como 100 % los valores del registro esponténeo; la potencia
generada por la estimulacion asi normalizada se utiliz6 para realizar todos los andlisis estadisticos.
Esta normalizacion anula las variables extrafias que pueden diferir entre sujetos pero se mantienen
constantes entre ambas condiciones (ESPON-TP), como son la resistencia del electrodo de registro,
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el ruido eléctrico, la amplificacién o alguna otra que pudiera actuar sobre la amplitud (Sanchez,
1993).

k) Analisis estadistico: Se utiliz6 el paquete estadistico Prisma y R para realizar las graficas y para
obtener las estadisticas descriptivas e inferenciales con pruebas no paramétricas. Para analizar si
existié un aumento en la potencia producido por la estimulacién nociceptiva sobre la potencia
espontanea, la potencia bruta de cada frecuencia se compard en ambas condiciones con un prueba
de “Wilcoxon para datos pareados” y para realizar las comparaciones entre los grupos
experimentales y el grupo control la “U de Mann-Whitney para muestras independientes”. Se
consideraron pruebas significativas en las que se obtuviera un alfa < 0.05. En todos los casos y en
cada una de las gréficas se reporta la media + error estandar (EE).
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5. RESULTADOS

5.1 Cambios en la actividad espontanea hipocampal producidos por la estimulacion

nociceptiva en el hipocampo

El registro de la actividad espontdnea (ESPON), en la fisura hipocampal de las ratas
anestesiadas con uretano del grupo control (Fig. 10), presenta un patrén irregular de
actividad caracterizado por oscilaciones de baja frecuencia que ya se han reportado en otros
trabajos (Moroni et al., 1981; Buzsaki, 2002; Shin et al., 2005, Wolansky et al., 2006; Pefia
et al., 2010).

El analisis de potencia espectral mostré que la actividad electrofisiologica irregular
espontanea esta constituida principalmente por oscilaciones con frecuencias menores a 1.8
Hz (Fig. 11, superior), y que al aplicar estimulacion nociceptiva hay un cambio en el patron
oscilatorio denotado por un “pico” de actividad en el espectro entre 2.4 y 4.9 Hz (Pefia et
al., 2010).

Posteriormente, con base en estos dos registros, se calculd el porcentaje de cambio
inducido por la estimulacion nociceptiva en cada frecuencia como lo describe Sanchez
(1993). Es decir, la potencia obtenida durante la estimulacion se dividié entre la potencia
obtenida durante el registro espontaneo (EN/ESPON), frecuencia por frecuencia, y se
expresd6 como porcentaje para cada una de las frecuencias obtenidas (de este modo se
considera como el 100 % la potencia espontanea). Para el caso del espectro representativo,
la potencia relativa asi normalizada se muestra en la Figura 11 inferior. En esta
representacion de potencia normalizada se observa que la estimulacion induce un aumento

de la potencia en el rango theta (3.1 y 4.9 Hz).
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FIGURA 10 Registros representativos de la actividad del hipocampo en el grupo control.
En el grupo al que se le administr6 el vehiculo, el registro electrofisiolégico del hipocampo presenta
actividad irregular de forma espontanea (ESPON). Este patron cambia a una actividad ritmica durante la
estimulacion nociceptiva (EN). Tanto para la actividad espontanea como para la estimulacion se muestran
las ventanas de 30 s que se utilizaron para el andlisis asi como una ampliacién de 5 s de estos mismos
trazos.
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Figrura 11 Espectros de potencia representativos de la actividad del hipocampo en el
grupo control. Se ejemplifica el procesamiento de los espectros de los trazos representativos del
grupo control. Espectro superior, se realizé un analisis de potencia espectral de los registros tanto
ESPON como durante la EN. En este caso, la actividad electrofisioldgica espontanea estd constituida
por oscilaciones menores a 1.8 Hz, mientras que el espectro durante la estimulacion nociceptiva denota
un pico de actividad entre 2.4 y 4.9 Hz. Espectro inferior, en este ejemplo representativo se obtuvo el
porcentaje de cambio producido para cada frecuencia por la estimulacién tomando como 100 % los
valores de pontencia del espectro de la actividad espontanea (EN/ESPON). Con éste analisis se observa
que la estimulacion nociceptiva induce un aumento en la actividad entre 2.4 y 4.9 Hz y una
disminucion en las frecuencias menores a 1.2 Hz. Los porcentajes asi obtenidos de todos los sujetos se
utilizaron para realizar las comparaciones entre los tratamientos.
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5.2 Efecto de administracion de la PBA oligomerizada sobre la actividad oscilatoria

inducida en el hipocampo por estimulacion nociceptiva

El analisis del cambio producido por la estimulacién mostré que en el grupo control
se induce un aumento de las frecuencias de 3.7, 4.3 y 4.9 Hz, lo que representd un aumento
significativo (alrededor de 400%, 300%, 200% respectivamente) con respecto a la potencia

registrada espontaneamente (Fig. 12).
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FIGURA 12 Promedio de la actividad electrofisiolégica inducida en el grupo control. Se
presenta el promedio de la potencia relativa inducida por estimulacion nociceptiva en el grupo control, se
observa que la actividad electrofisiol6gica inducida esta dominada por componentes de frecuencia entre 3.1y
4.9 Hz. # representa un aumento significativo con respecto a la potencia espontanea (p<0.05).

Al analizar la actividad inducida en el grupo al que se le administraron 5 picoMolas
de oligébmeros de la protina beta amyloide (PBA), se observa que existié un aumento en la
potencia relativa de practicamente todas las frecuencias, pero este aumento fue mayor en
las frecuencias menores a 3.1 Hz que presentaron aumentos mayores al 300 % con respecto
a la potencia espontanea y que incluso aumentaron un 600 % en la frecuencia de 1.83 Hz
(Fig. 13); de modo aislado la frecuencia de 10.4 Hz también presentd un aumento

significativo.
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FIGURA 13 Efecto de la administracion de PBA (5 picoMolas) sobre la actividad
electrofisioldgica inducida en el hipocampo. Se presenta el promedio de la potencia relativa inducida
por estimulacién nociceptiva en el grupo al que se administro 5 picoMolas de oligomeros de la PBA. La
actividad electrofisioldgica inducida esta dominada principalmente por componentes de frecuencia menores a
3.1 Hz. # representa un aumento significativo con respecto a la potencia espontanea (p<0.05).

En el grupo al que se le administraron 50 picoMolas de oligbmeros de la PRA (Fig.
14), aumentd significativamente la potencia relativa correspondiente a las frecuencias
menores a 3.1 Hz (mayor a 330% lo registrado espontdneamente en promedio). Es de
resaltar que la potencia relativa inducida se presenta principalmente en este rango de
frecuencias y que la de 0.6 Hz presentd un incremento cercano al 700% (Fig. 14), con
respecto a la potencia de la actividad espontanea. Ademaés, esta dosis de PBA elimina el
pico de ritmo theta producido por la estimulacion nociceptiva; de modo alislado las
frecuencias de 6.1 y 6.7 Hz también presentaron aumentos significativos en la potencia

después de la estimulacion.
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FIGURA 14 Efecto de la administracion de PBA (50 picoMolas) sobre la actividad
electrofisioldgica inducida en el hipocampo. Se presenta el promedio de la potencia relativa inducida
por estimulacion nociceptiva en el grupo al que se administré 50 picoMolas de oligémeros de la PBA. La
actividdad electrofisioldgica inducida estd dominada principalmente por componentes de frecuencia menores
a 3.1 Hz. # representa un aumento significativo con respecto a la potencia espontanea (p<0.05).

Al comparar, con una prueba estadistica no paramétrica, la potencia relativa
inducida en los grupos experimentales con respecto al control, se encontr6 que el grupo que
recibi6 la administracién de 5 picoMolas presenta una aumento significativo (p<0.05) en
las frecuencias dentro del rango Delta (Fig. 15, superior). El grupo que recibi6 la dosis alta
de 50 picoMolas mostré un aumento significativo (p<0.05) en las frecuencias dentro del
rango Delta y presenté una disminucion significativa en la frecuencia de 4.3 Hz (Fig. 15,

inferior).
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FIGURA 15 Comparaciones de la actividad electrofisiologica inducida en el hipocampo entre los
grupos experimentales con el control. Se presentaron diferencias estadisticamente significativas al comparar
el grupo control con los experimentales. A) al comparar el grupo al que se le administraron 5 picoMolas de la PBA,
se observa que presenta un aumento de potencia relativa correspondiente a las frecuencias dentro del rango Delta
respecto al grupo control; B) la administracion de 50 picoMolas también produce un aumento de potencia relativa
correspondiente a las frecuencias dentro del rango Delta que se acompafia de una disminucién significativa en 4.3
Hz respecto el grupo control. * representa una diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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6. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que la administracion intracisternal de los
oligdbmeros de la proteina beta amiloide (PBA) produce un cambio en el patrén de la
actividad eléctrica hipocampal inducida por estimulacién nociceptiva en ratas anestesiadas
con uretano. Este efecto es diferente para las dosis usadas ya que la concentracion de 5
picoMolas produce un aumento dentro de las ondas dentro del rango Delta, mientras que la
concentracion de 50 picoMolas, ademas de presentar este mismo enlentecimiento, muestra
una abolicion del pico de frecuencia en 4.3 Hz que se indujo en el grupo control al que se le

administré Unicamente el vehiculo.

Para discutir estos resultados se ha divido este apartado en cinco secciones, en el
primero se analiza la relacion que tiene el modelo de registro electrofisioldgico hipocampal
en rata anestesiada con uretano con las funciones cognoscitivas de memoria y aprendizaje;
el segundo y tercero versan sobre aspectos de la metodolgia experimental: la via de
administracion intracisternal y el uso de oligémeros solubles de la secuencia completa 1-42
de la PBA respectivamente; se continua con las consideraciones finales y la integracion de
los resultados con la teorias acerca de la fisiopatologia de la EA y finalmente perspectivas

para futuras investigaciones.

6.1 EI modelo de registro hipocampal bajo anestesia con uretano.

La actividad electrofisiologica hipocampal que registramos con el modelo de rata
anestesiada con uretano, tanto la espontdnea como la inducida por estimulacion
nociceptiva, ya ha sido ampliamente caracterizada con anterioridad por diversos grupos de
trabajo ademas del nuestro (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002; Shin et al., 2005, Wolansky
et al., 2006; Pefia et al., 2010); es importante mencionar que la actividad electrofisiol6gica
reportada en esta tesis, concuerda con los trabajos mencionados en tanto que, durante la
anestesia con uretano se presentd de modo espontaneo un registro irregular de gran
amplitud dominado por frecuencias “lentas” dentro del rango Delta (menores a 3 Hz.) . Esta
actividad electrofisiolégica se modificd significativamente durante la estimulacion
nociceptiva presentandose un patron de oscilaciones ritmicas bien definidas en la

frecuencia de 3.7 Hz y 4.3 Hz, mismo que esta dentro de la banda de frecuencia
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denominada theta (3-10 Hz) en estos mismos trabajos (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002;
Shin et al., 2005, Wolansky et al., 2006; Pefia et al., 2010).

La actividad electrofisiolégica que aqui reportamos, aunque se registra bajo
anestesia es relevante funcionalmente, pues ambos patrones se han relacionado
ampliamente a estados que se presentan en el hipocampo en condiciones fisioldgicas
normales (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002; Shin et al., 2005, Wolansky et al., 2006;
Pefa et al., 2010). Ademas, la anestesia con uretano mantiene las funciones neuroquimicas
en niveles no muy alejados de los “niveles normales”, pues este farmaco produce anestesia
general disminuyendo ligeramente la trasmision glutamatérgica (Moroni et al., 1981). De
modo que, a nivel central, la actividad de otros sistemas de neurotransmision como el
colinérgico y el GABAGérgico practicamente no se alteran (Maggi y Meli, 1986), lo que es
relevante porgue estos sistemas son el sustento de la actividad electrofisiologica registrada
(Lang y Henke, 1983; Henke y Lang, 1983).

Diversos autores consideran que la actividad irregular que registramos durante la
anestesia con uretano es similar a la “Amplia Actividad Irregular” (Large Irregular Activity
0 LIA) que se presenta de modo fisioldgico en el hipocampo de los roedores durante
estados de reposo, alimentacion y durante el suefio de ondas lentas (Buzsaki, 2002;
Wolansky et al., 2006; Hahn et al., 2006; Pefia et al., 2010). Por esta razon, consideramos
que al igual que la LIA, la actividad que nosotros registramos espontaneamente
corresponde a un estado de desactivacion, que es producto de la sincronizacién lenta de una
gran cantidad de neuronas, que se presenta comunmente cuando disminuye la transmision
colinérgica (Wolansky et al., 2006) y que se ha relacionado con la consolidacion de la
memoria (Buzsaki, 2002; Wolansky et al., 2006; Hahn et al., 2006).

Por otro lado, la actividad eléctrica hipocampal que registramos durante la
estimulacién nociceptiva, también tiene relevancia funcional, ya que es muy similar al
ritmo theta que se registra en condiciones fisiologicas normales (3-12 Hz), mientras se
realizan actividades cognoscitivas relacionadas con la percepcién de diversos estimulos o
distintos tipos de aprendizaje visoespacial (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002; Shin, Kim,
Bianchi, Wong y Shin, 2005). Por esta razén, consideramos que el ritmo registrado durante

la estimulacion, al igual que el ritmo theta (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002; Shin et al.,
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2005), se presenta como consecuencia de la activacion de una cantidad relativamente
pequefia de neuronas (en comparacion con el LIA) pero que disparan potenciales de accion

de manera extraordinariamente sincronizada (Buzsaki, 2002).

Es muy importante sefialar que el ritmo que registramos durante la estimulacion
nociceptiva, al corresponder al ritmo theta hipocampal (Moroni et al., 1981, Buzsaki, 2002;
Shin et al., 2005), adquiere gran importancia para la EA al considerale un ritmo
indispensable para la consolidacion de la memoria episodica (McNaughton et al., 2006).
Como se profundizara mas adelante, creemos que el enlentecimiento de esta actividad
oscilatoria, producto de la administracion de los oligdmeros de la PBA, podria subyacer a
las alteraciones de la memoria que presentan los enfermos con Alzheimer. Esta propuesta
se apoya también en que la administracién de los oligbmeros de la PBA produjo, en nuestro
modelo, un enlentecimiento del EEG similar a los que presentan estos mismos pacientes
(Hughes et al., 1989; Kowalski et al., 2001; Schreiter-Gasser et al., 1994; Nobili et al.,
1999; Ihl et al., 1996) y que en el caso de los enfermos de EA correlaciona muy bien con
las deficiencias cognoscitivas que presentan (Hughes et al., 1989; Schreiter-Gasser, et al.,
1994; Valladares-Neto et al., 1995; Ihl et al., 1996; Nobili et al., 1999; Kowalski et al.,
2001).

Por las razones descritas en este apartado se considera que el modelo de registro
electrofisiologico hipocampal en ratas anestesiadas con uretano aqui utilizado simula los
patrones oscilatorios asociados al aprendizaje (actividad tipo theta) (Moroni et al., 1981,
Buzsaki, 2002; Shin et al., 2005) y a la consolidacion de la memoria (actividad tipo LIA),
que se registran bajo condiciones fisiologicas normales (Buzsaki, 2002; Wolansky et al.,
2006; Hahn et al., 2006; Pefia et al., 2010). Por esta razon lo consideramos un modelo
valido y confiable que nos permite contestar las hipotesis planteadas en esta tesis. Los
efectos producidos por la PBA sobre la actividad eléctrica antes descrita coinciden con los
cambios electrofisioldgicos que se presentan en los enfermos de Alzheimer (Hughes et al.,
1989; Kowalski et al., 2001; Schreiter-Gasser et al., 1994; Nobili et al., 1999; Ihl et al.,
1996), asi como con modelos experimentales donde se ha administrado oligomeros de la
PBA tanto in vitro (Balleza-Tapia et al., 2010) como in vivo (Colom et al., 2010; Villette et
al., 2010).
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6. 2 Posibles efectos de la via de administracién intracisternal.

Dado que, a mediano plazo, estamos interesados en evaluar las consecuencias
conductuales que pudiera tener la afectacion de los ritmos cerebrales producida por la PBA,
Ademas de que nos planteamos en el futuro evaluar estrategias terapéuticas para revertir las
alteraciones inducidas por la PBA, en esta tesis nos propusimos no solo caracterizar los
efectos de los oligomeros solubles de la PBA sobre la actividad eléctrica del hipocampo,
sino también averiguar si la via de administracion de la PBA influia en su efecto sobre los

patrones oscilatorios hipocampales (Pefia et al., 2010).

En la presente Tesis probamos la administracion en la cisterna magna (cisterna
cerebral cuadrigémina de la vena cerebral magna) de la PBA, a diferencia de un trabajo
anterior de nuestro laboratorio donde fue administrada intracerebroventricularmente (Pefia
et al., 2010) o de dos trabajos previos en los que se administro intraseptalmente (Colom et
al., 2010) o intrahipocampalmente (Villette et al., 2010). Explorar otra via de
administracion es relevante porque existe la opinién de que los efectos de la administracién

de la PBA dependen del sitio donde se inyecte (Duyckaerts et al., 2008).

Para estudiar los efectos de la administracion de la PBA in vivo, se han realizado dos
tipos de aplicaciones: inyecciones en el LCR que tienen por objetivo estudiar efectos sobre
el sistema nervioso central en general (Nakamura et al., 2001) o se ha administrado en areas
cerebrales definidas buscando determinar efectos sobre poblaciones neuronales especificas
(Giovannellia et al., 1995; Gonzalo-Ruiz et al., 2003; Gonzalo-Ruiz et al., 2006; Arévalo-
Serrano et al., 2007). Con la intencion de estudiar el resultado que sobre las oscilaciones
hipocampales pudiese tener la administracion de la PBA en todo el sistema nerviosos
central, en este trabajo la PBA fue administrada intracisternalmente y los resultados indican

que se alterd la frecuencia de los ritmos inducidos por estimulacién nociceptiva.

Dado que con la administracion de la PBA produjimos un enlentecimiento de la
actividad electrofisiologica del hipocampo, nuestros resultados contrastan con otros
trabajos in vivo donde la administracion local de la PBA afecta la potencia del ritmo theta
hipocampal pero no su frecuencia. Por ejemplo, se ha reportado que administraciones
directas de los fragmentos 1-40 y 1-42 (a una proporcién 1:2), en el hipocampo, provocan

una disminucion de la potencia del ritmo theta registrado durante la exploracion de objetos
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novedosos pero sin alterar su frecuencia (Villette et al., 2010). En otro reporte inyecciones
locales de la PBA (fragmento 1-40) en el septum medial se mostr6é que éstas disminuyen la
potencia del ritmo theta hipocampal registrado espontdneamente bajo anestesia con uretano
e igualmente no se encontraron afectaciones en la frecuencia del ritmo (Colom et al., 2010).
Finalmente, resultados de nuestro laboratorio mostraron que, bajo condiciones de registro
muy similares, la administracion intracerebroventricular del fragmento 25-35 de la PBA
provocd una disminucion de la potencia del registro bajo estimulacion nociceptiva pero,

nuevamente, sin alterar el pico de la frecuencia (Pefa et al., 2010).

Se considera que la principal diferencia entre los resultados aqui obtenidos y los
trabajos citados la constituye la via de administracion. En el trabajo de Villette (2010) y en
el de Colom (2010), aunque se evaluaron los efectos después de varios dias posteriores a la
inyeccidn de la PBA, ésta se realizd localmente (sobre una sola estructura cerebral; Colom
et al., 2010; Villette et al., 2010). Finalmente, especulamos que en este trabajo previo se
observo una alteracion en la potencia Unicamente, debido a que los efectos de la PBA podria
también deberse a una afectacion “local”; lo anterior en vista de que los efectos de la PBA
fueron evaluados casi inmediatamente después a la administracion intracerebroventricular
(Pefia et al., 2010) y el hipocampo esta muy proximo a las pardes de los ventriculos
(Paxinos y Watson, 1982).

La via de administracion intracisternal aqui usada, a diferencia de otros trabajos,
produjo la diseminacion de los oligdmeros de la PBA en sentido contrario a la circulacion
del liquido cefalorraquideo, que como describe Netter (2002) se produce en los ventriculos
y fluye con direcciéon a la medula espinal; creemos que lo anterior posibilitd que se
diseminaran en diversas estructuras cerebrales. Proponemos que esta podria ser la causa de
las diferencias encontradas con nuestro modelo experimental. Esta posibilidad tambien se
apoya en que existen diversas estructuras del sistema nervioso central que modulan los
ritmos hipocampales, como es el caso de la corteza prefrontal durante la ejecucion de tareas
de aprendizaje y memoria (McNaughton et al., 2006), y las corteza entorrinal medial y
lateral que presentan un ritmo que modula de modo importante las caracteristicas y
ritmicidad del theta en el hipocampo. (Deshmukh et al., 2010). Por otro lado, en la
bibliografia referente a las bases anatomofisioldgicas del ritmo theta hipocampal se resalta
la influencia ritmica proveniente del complejo septum medial-banda diagonal de Broca
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(Bland et al., 1999), que junto con la corteza entorrinal constituyen las principales
aferencias del hipocampo (Buzsaki, 2002; Deshmukh et al., 2010). Estas dos aferencias
principales influyen sobre las neuronas piramidales del hipocampo y sobre las
“interneuronas en forma de canasta” que inhiben a estas células principales (Buzsaki,
2002). El complejo del septum medial ejerce una doble influencia, por un lado colinérgica
excitadora sobre ambos tipos de neuronas y una GABAérgica inhibidora sobre las neuronas
en forma de canasta (Bland et al., 1999; Buzsaki, 2002). Esta influencia que clasicamente
se considera el marcapasos del ritmo, se combina con la excitacién proveniente de la
corteza entorrinal y que inerva las dendritas distales de las células piramidales (Buzsaki,
2002: Deshmukh et al., 2010). En este modelo, la sola excitacion no produce cambios en la
frecuencia de la actividad oscilatoria del hipocampo, sino que es necesario combinarse con
la inhibicion, de modo que la gran mayoria de las neuronas se mantienen inhibidas la mayor
parte del tiempo y s6lo unas pocas, las que reciben mayor excitacién desde la corteza
entorrinal, disparan durante los picos de actividad (Buzsaki, 2002). De este modo, se ha
afirmado que la amplitud del ritmo theta hipocampal depende del nimero de neuronas
septales envueltas en procesos ritmicos, mientras que la frecuencia en registros de campo
como los que aqui realizamos esta determinada por la frecuencia de disparo de un grupo de
neuronas septales denominadas “theta burst” (Bland y Colom, 1993; Vinogradoba, 1995;

Bland, et al., 1999).

Con base en estas consideraciones, se propone que el efecto producido por la PBA
sobre un circuito en especifico puede producir una disminucién de la amplitud del ritmo
(Villette et al., 2010; Colom et al., 2010; Pefia et al., 2010) mientras que cuando la PBA
llega a varias estructuras como creemos que ocurrié en nuestro modelo experimental, es
posible que se produzcan ademas alteraciones en la frecuencia de los ritmos. Son necesarias
otras investigaciones para discernir cuales otras estructuras podrian estar implicadas en el
enlentecimiento del ritmo hipocampal reportado en esta Tesis. Muy probablemente, estas
estructuras serian el septum medial y la corteza entorrinal (Fitch et al., 2006; Shirvalkar et
al., 2010)
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6.3 Posibles efectos de los oligobmeros solubles de la PBA (1-42).

El otro objetivo de este trabajo consistio en averiguar si la administracion de
oligobmeros solubles de la PBA originarian efectos consistentes con los producidos por el
fragmento 25-35 sobre el ritmo theta hipocampal (Pefia et al., 2010), ya que existen algunos
reportes in vitro que indican que diversas especies o fragmentos de la PBA pueden producir
diferentes efectos sobre diversas funciones celulares (Korotzer et al., 1995; Rovira et al.,
2002; Ronicke et al., 2008; Hiruma et al., 2003; Adaya-Villanueva et al., 2010).

Estos reportes motivaron el interés de que en este trabajo se administraran los
oligdbmeros solubles del fragmento 1-42 de la PBA, con la intencion de comprobar la
validez externa de su uso en el modelo de registro de campo hipocampal bajo anestesia con
uretano. Anteriormente, con el uso de este mismo modelo, la administracion
intracerebroventricular del fragmento 25-35 produjo una disminucion de la amplitud del
ritmo en el hipocampo (Pefia et al., 2010). Esta validacion se fortalece al considerar que en
diversos estudios in vitro, ambos péptidos (1-35 y 1-42) producen efectos similares sobre el
circuito del hipocampo (Freir y Herron, 2003; Freir et al., 2003; Holscher et al., 2007;
Adaya-Villanueva et al., 2010). Sin embargo, los fragmentos 1-42 y el 1-40 son los mas
abundantes en las placas seniles que presentan los enfermos de la EA con relacion al 25-35
(Pike et al., 1995) y parecen ser mas potentes que otras especies de PBA en lo que respesta
a sus efectos sobre la plasticidad sinaptica (Selkoe, 2008), la generacién de apoptosis
(Sandberg et al., 2010), la promocion de respuestas inflamatorias (Pan et al., 2011) y la
afectacion de los ritmos hipocampales in vitro (Adaya-Villanueva et al., 2010). Por estas
razones decidimos probar el efecto de los oligbmeros de la secuencia completa 1-42 en
nuestro modelo experimental de rata anestesiada con uretano para intentar reproducir

algunas de las caracteristicas de la EA.

El analisis de los trabajos en los que se reportan diferencias entre la accidon de
ambos péptidos (25-35 vs 1-42), muestra que las condiciones en la que se aplican son
distintas a las del presente trabajo, por lo que no contradicen la posibilidad de que los
oligébmeros del fragmento 1-42 produzcan afectaciones similares a las del fragmento 25-35.
Por ejemplo, se ha observado que los oligbmeros del fragmento 1-40 reducen la

potenciacion a largo plazo (LTP), mientras que el 25-35 no lo hace, pero esto ocurre con
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afectaciones que se producen en periodos crénicos (3-6 dias en el bafio) (Ronicke et al.,
2008). De hecho se ha observado que en células de neuroblastoma (Foldi et al., 2011) y en
cultivos de neuronas colinérgicas (Du et al., 2011), el tiempo de exposicion a la PBA es un
factor que determina los tipos de procesos metabolicos que se desencadenan e incluso

también si existiran o no afectaciones morfoldgicas y de la viabilidad celular.

En lo que respecta a las neuronas hipocampales, se ha encontrado que agregar el
fragmento 25-35 recién disuelto al bafio a cultivos organotipicos hipocampales afecta el
trasporte axonal, mientras que el 1-42 recién disuelto no lo hace (Hiruma et al., 2003). Sin
embargo, en apoyo a la idea de que el fragmento 1-42 en su forma oligomerizada tiene los
mismos efectos sobre la actividad hipocampal que el fragmento 25-35 recién disuelto, es
muy interesante hacer notar que en este mismo reporte el 1-42 oligomerizado si reproduce
las afectaciones sobre el transporte axonal que produce el 25-35 recién disuelto (Hiruma et
al., 2003). Por otro lado, en registros de campo de la actividad electrofisioldgica del
hipocampo in vitro, se ha reportado que el fragmento 25-35 afecta las oscilaciones
inducidas inespecificamente por un aumento en el potasio extracelular, mientras que el
péptido 1-42 no lo hace (Adaya-Villanueva et al., 2010). Es importante mencionar que en
este mismo reporte, bajo condiciones de registro idénticas, ambos péptidos producen la
misma disminucién cuando la actividad es inducida por el agonista glutamatérgico kainato
(Adaya-Villanueva et al., 2010). Con base en la revision de estos reportes, se concluye que
para deducir si ambos péptidos producen las mismas afectaciones es necesario analizar el
efecto de las distintas formas de la PBA sobre los mecanismos celulares envueltos en cierto
tipo de funcion o actividad oscilatoria en particular (Adaya-Villanueva et al., 2010).

En contraposicién a los trabajos donde se reportan efectos diferentes producidos por
los péptidos 25-35 y 1-42, existe un importante cimulo de evidencia donde se ha
encontrado que ambos producen afectaciones similares. Este es el caso de muerte celular
(Yanker et al., 1990; Pike et al., 1995; Nakamura et al., 2001), la atrofia de neuritas (Grace
et al., 2002; Tohda et al., 2004), la pérdida sinaptica (Grace et al., 2002; Tohda et al.,
2004), asi como la afectacion de la transmision sinapticay su plasticidad (Freir y Herron,
2003; Freir et al., 2003; Holscher et al., 2007; Nimmrich et al., 2008; Xing et al., 2005).
Finalmente, a nivel conductual, ambos péptidos afectan el desempefio en tareas

relacionadas a la memoria y al aprendizaje (Maurice et al., 1996; Delobette et al., 1997;
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Sun y Alkon, 2002; Nakamura et al., 2001; Yamaguchi y Kawashima, 2002; Stepanichev et
al., 2004; Tohda et al., 2004; Holscher et al., 2007). Esta igualdad de efecto entre ambos
péptidos se ve apoyada por nuestros resultados. Sin embargo, hay que mantener en mente
que la administracion del 25-35 disminuyo la amplitud de la actividad, mientras que 1-42

modifico la amplitud y la frecuencia de los ritmos hipocampales.
6.4 Consideraciones finales.

Considerando que la afectacion de la actividad tipo theta en el registro de campo
hipocampal se encontré con concentraciones cerebrales estimadas de 2.5 y 25 nanoMolar,
nuestros resultados son consistentes con trabajos previos. Por ejemplo con una
investigacién in vitro en la que los oligdmeros solubles del fragmento 1-42 de la PBA
afectan la actividad espontanea de una rebanada hipocampal al ser agregados al bafio, con
una IC50 de 0.4 nanoMolar y una dosis para producir el efecto maximo alrededor de 10
nanoMolar (Balleza-Tapia et al., 2010). Es muy relevante mencionar que en dicha
investigacion las afectaciones son producidas agudamente a partir de los 15 minutos, sin
provocar muerte neuronal e incluso son reversibles después de 30 minutos de lavado. Esto
sugiere que los efectos de la PBA sobre el hipocampo, a estas concentraciones, se deben a
cambios “funcionales” dentro del circuito y no a procesos relacionados con la
neurodegeneracion (Balleza-Tapia et al., 2010). El presente trabajo representa una
validacién in vivo de este antecedente, en tanto que las concentraciones en que los
oligdmeros solubles de la PBA producen una afectacion sobre los ritmos hipocampales son
similares y ademas los periodos de accion también son breves, en nuestro caso menores a

un par de horas.

Es importante sefialar nuevamente que nuestros resultados también validan otros
trabajos in vivo en los que la administracion de la PBA produce efectos muy similares sobre
la actividad oscilatoria hipocampal (Colom et al., 2010; Villette et al., 2010); ademas de
que las afectaciones encontradas concuerdan con diversas investigaciones donde se ha
descrito que los niveles cerebrales de la PBA soluble se mantienen en un rango nanoMolar
tanto en pacientes (Kuo et al., 1996; Desai et al., 2005; Ikonomovic et al., 2008; Steinerman
et al., 2008), asi como en modelos de la EA en animales transgénicos (Dewachter et al.,
2000; Pratico et al., 2002; Lee et al., 2004; Jankowsky et al., 2007).
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Las alteraciones encontradas en esta tesis, producidas con bajas concentraciones
cerebrales en el rango nanomolar (concentraciones cerebrales estimadas de 2.5 y 25
nanomolar), correlacionan con las encontradas en pacientes con EA que presentan deterioro
cognoscitivo leve (Lue et al., 1999; Naslund et al., 2000). Ademas, en estos pacientes, las
alteraciones cognoscitivas se relacionan con un enlentecimiento del EEG (Hughes et al.,
1989; Valladares-Neto et al., 1995; Schreiter-Gasser et al., 1994; Ihl et al., 1996; Nobili et
al., 1999; Kowalski et al., 2001), que asemeja al producido por la PBA en nuestras
condiciones experimentales. Es importante mencionar que el deterioro cognoscitivo leve se
presenta en las primeras etapas de la EA cuando ain no se ha producido pérdida neuronal
(Morrison y Hof, 1997). La corroboracion de estos antecedentes con nuestros resultados
contrasta con anteriores modelos sobre la patogénesis de la enfermedad, en los que se
consideraba que las deficiencias cognoscitivas de los pacientes eran causadas por la atrofia
y pérdida neuronal (Bergeron, 1990; Khachaturian, 1991; Mattson et al., 1993).

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de la “cascada del amiloide”, en la que se
propone que los oligdbmeros solubles causan la afectacion de las funciones cognoscitivas
que se presentan en los enfermos de la EA (Selkoe, 1993; Pefia et al., 2006). Considerando
la hip6tesis de la cascada del amiloide y en vista de que diversas funciones cognoscitivas
correlacionan con la presencia de actividad oscilatoria en el hipocampo como ocurre con el
aprendizaje y la memoria (Jensen y Lisman, 1998; Mormann et al., 2008; Benchenane et
al., 2010), nuestros resultados sugieren que la PBA puede producir afectaciones en la
memoria a través de modificar los ritmos hipocampales como los que nosotros registramos,
lo que a su vez concuerda con un nuevo modelo de tedrico de esta enfermedad que propone
que la afectacidn sinaptica producida por los oligomeros solubles de la PBA es la causante
de los sintomas clinicos que presentan los enfermos de la EA (Lambert et al., 1998; Hsia et
al., 1999; Klein et al., 2001; Hardy y Selkoe, 2002; Klein, 2002; Kamenetz et al., 2003,
Walsh y Selkoe 2004; Venkitaramani et al., 2007).

Este nuevo modelo de afectacion sinaptica junto con los resultados de esta tesis
aportan informacion sobre las etapas tempranas de la enfermedad, lo que es muy valioso
clinicamente ya que la comprensién de las alteraciones celulares asociadas a estas etepas
tempranas posibilitaria mejorar el pronostico de rehabilitacion o incluso revertir los

sintomas de los pacientes antes de que se instaure por completo la EA (Robles et al., 2002;
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Rabinovici y Jagust, 2009). El enfoque de investigacion de las etapas tempranas de la EA
ha permitido que se prueben clinicamente nuevos medicamentos para detener los sintomas
amnésicos como es el caso de la melatonina (Cardinali et al., 2010), el litio que ademas ha
mostrado utilidad en disminuir los biomarcadores de la EA en el liquido cefalorraquideo y
mejorar el desempefio en pruebas funcionales (Forlenza et al., 2011) o incluso la
administracion intranasal de insulina, con la que recientemente se han reportado resultados
prometedores, pues parece mejorar los indicadores de memoria y la habilidad para realizar
las actividades diarias sin producir efectos secundarios (Craft et al., 2011). Incluso, se han
demostrado efectos terapéuticos en pacientes en etapas tempranas de la EA cuando se
modifican el estilo de vida y la alimentacion (PBA en LCR) (Bayer-Carter et al., 2011;
Tsolaki et al., 2010). Todos estos reportes requieren mayor investigacion, pero indican
claramente que la comprension de las etapas tempranas de la EA donde aln no se presenta
dafio neuronal, es fundamental para encontrar mejores tratamientos. Por esta razon,
comprender de qué modo la alteracion de los ritmos hipocampales producidas por los
oligébmeros de la PBA se relaciona con los sintomas de la enfermedad es muy importante.
Nosotros proponemos que nuestra aproximacion experimental puede contribuir al
entendimiento de las etapas tempranas de la enfermedad de Alzhemier, aunque estamos
concientes de que esta posibilidad requiere nuevas investigaciones, como las que se

proponen a continuacion.
6.5 Perspectivas.

En futuras investigaciones hay tres puntos que nos pareceria muy importante

investigar:

a) Realizar mediciones de viabilidad celular en nuestro modelo experimental, para
comprobar si efectivamente in vivo no se presenta muerte neuronal dentro del periodo del
registro. Esto, a diferencia de lo que se ha encontrado en otras investigaciones en las que la
administracion por via intracerebroventricular de cantidades mil veces mayores de PBA (5
0 15 nanoMolas) producen muerte neuronal (Yamaguchi y Kawashima, 2002; Stepanichev
etal., 2004).

b) Investigar en otros modelos experimentales (distintos a la administracion

intracisternal), si la elevacion de los niveles de PBA en el cerebro induce cambios eléctricos
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y conductuales que simulen las etapas tempranas de la EA (Hardy y Selkoe, 2002). En este
sentido, se ha reportado que la PBA puede incrementarse por los traumatismos
craneoencefalicos (Jellinger et al., 2001; Uryu et al., 2002), el estrés oxidativo (Behl et al.,
1994), diversas causas genéticas (St George-Hyslop, 2000b) e incluso la interaccion entre
estos factores con las condiciones de vida y salud particulares de los individuos (Fazekas et
al., 1989; McGeer et al., 1996; Blasko et al., 2001; Jellinger et al., 2001; Tyas et al., 2001;
Uryu et al., 2002; Mayeux, 2003). Con estos posibles modelos también seria interesante
realizar recoleccion de liquido cefalorraquideo para medir directamente los verdaderos
niveles de PBA que se alcanzarian cerebralmente (Liu y Duff, 2008) y poderlos comparar
con las concentraciones en los enfermos de la EA (Naslund et al., 2000).

c) Cuantificaciones del desemperio en tareas relacionadas con la memoria en sujetos
en los que se elevan los niveles de PBA de manera prolongada. En este sentido, con
experimentos no publicados por nuestro grupo de trabajo ya se han evaluado los posibles
efectos crénicos de los oligomeros de la PBA en pruebas conductuales como la evitacion

pasiva o el reconocimiento de objetos.
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7. CONCLUSIONES

Se comprob6 la hipotesis de este trabajo, pues se observé un efecto de la
administracion de los oligbmeros de la PBA sobre los ritmos hipocampales inducidos por
estimulacion nociceptiva. La administracion de 5 picoMolas de los oligomeros de la PBA
produjo un aumento en las oscilaciones lentas dentro del rango Delta, en la actividad
inducida por la estimulacion nociceptiva y la administracion de 50 picoMolas ademas de
reproducir este enlentecimiento elimino el pico de frecuencia tipo theta que aparece durante
la estimulacidon nociceptiva. Estos resultados son consistentes con otros trabajos y en
conjunto suguieren que los oligbmeros solubles de la PBA alteran la actividad
electrofisiologica del hipocampo y que esta alteracion puede estar causalmente relacionada
con las afectaciones tempranas en la memoria y aprendizaje que sufren los pacientes con
EA.
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