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RESUMEN

La sobreproduccién de la proteina beta amiloide (AB) esta involucrada en la
generacion de los sintomas tempranos de la Enfermedad de Alzheimer (EA). Entre
los sintomas mas tempranos de la EA, se encuentra el deterioro en la capacidad
olfativa. El deterioro olfativo en la EA se asocia con la presencia de oligdmeros
solubles de la AB y de la proteina tau hiperfosforilada en el bulbo olfatorio (BO).
Este estado de hiperfosforilacion de la proteina tau es generado principalmente
por la sobre-activacion de la cinasa de la glicégeno sintasa tipo 3 (GSK3; por sus
siglas en inglés). Debido a que el BO genera patrones oscilatorios espontaneos
que le permiten modular la representacion y el procesamiento de la informacién
olfatoria; es interesente observar que la AB inhibe la generacién de estos patrones
oscilatorios espontaneos en el BO. Por lo anterior, en este trabajo exploramos si el
efecto deletéreo de la AB sobre el BO involucra a la cinasa GSK3 y a la proteina
tau. Para ello, se evalué mediante registros de campo en rebanadas de cerebro, el
efecto de la AB [30 nM] sobre la actividad espontanea de la capa granular del BO
principal en condiciones control, asi como en presencia de inhibidores de la cinasa
GSK3 y en rebanadas obtenidas de ratones en los que se redujo la expresion de
la proteina tau. Los resultados muestran que el deterioro en la actividad
espontanea del BO principal inducido por la aplicacion de la AB es prevenido por la
inhibicion de la enzima GSK3, pero no por la reducciéon de la expresion de la
proteina tau. Estos resultados muestran que el deterioro de la funcionalidad del
BO principal inducido por la AB es independiente de la proteina fau e involucra a la
GSK3, y sugieren que la GSK3 pudiera constituir un blanco terapéutico para paliar

las alteraciones funcionales que se observan en las etapas tempranas de la EA.

(Palabras Clave: Beta Amiloide, Bulbo Olfatorio, Actividad Espontanea, GSK3, tau)
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ABSTRACT

Overproduction of amyloid beta protein (AB) is involved in the generation of
Alzheimer's disease (AD) olfactory deficit is among the earliest AD symptoms. AD-
related olfactory impairment is associated with the presence of AB soluble
oligomers and hyperphosphorylated tau protein in the olfactory bulb (OB). Tau
protein hyperphosphorylation is mainly generated by glycogen synthase kinase
type 3 (GSK3) over-activation. Considering that the OB generates spontaneous
oscillatory patterns that allow it to modulate the representation and processing of
olfactory information, it is interesting that AB inhibits the generation of such
oscillatory patterns. Thus, in this study we explored whether the deleterious effect
of AB on the OB involves GSK3 and tau protein. Therefore, we evaluated, by
means of field recordings in brain slices, the effect of AB [30 nM] on the main OB
granular layer spontaneous activity under control conditions, as well as in the
presence of GSK3 inhibitors and in slices obtained from mice whose tau protein
expression was reduced. The results show that the deterioration of the main the
main OB spontaneous activity by application of AB is prevented by GSK3 inhibition
but not by reduction of tau protein expression. These results show that AB-induced
OB functional alteration is tau-independent and involves GSK3, suggesting that
GSK3 could be a therapeutic target to palliate functional alterations associated to

AD early stages.

(Keywords: amyloid beta, olfactory Bulb, Spontaneous Activity, GSK3, tau)
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1. INTRODUCCION

La proteina B-Amiloide (AB) es una proteina relacionada con la fisiopatologia de la
Enfermedad de Alzheimer (EA) (Selkoe, 1993). La sobreproduccion de la AB, que
es producto tanto del procesamiento exacerbado de la proteina precursora del
amiloide (APP), por la via amiloidogénica, como de alteraciones en su
degradacion, parece estar involucrada en la generacion de los sintomas de la EA
(Garcia-Osta y Alberini, 2009). Las formas solubles de la AB estan involucradas en
la generacion de los sintomas tempranos de la EA, mientras que las formas
fibrilares participan en la generaciéon de los sintomas tardios de la enfermedad
(Selkoe, 1993; Puzzo et al., 2008; Wesson et al., 2010a).

Entre los sintomas tempranos de la EA, se encuentra el deterioro en la
capacidad olfativa (Thompson et al., 1998; Mesholam et al., 1998; Wesson et al.
2010b; Alvarado-Martinez et al., 2013), mismo que pudiera utilizarse como método
de diagnostico temprano de la EA para, de esta manera, poder generar
tratamientos preventivos que disminuyan la pérdida de las funciones cognoscitivas
durante la misma (Warner, 1986). Estudios en pacientes con EA, asi como en
modelos animales de la misma, han podido determinar que la disminucion olfativa
que ocurre en las etapas tempranas de la patologia (Wesson et al., 2010a, 2011;
Koike et al., 2011), no esta asociada con la presencia de la AB en su estado
insoluble (placas amiloideas) en el bulbo olfatorio principal (BOP), sino que
pudiera deberse a alteraciones producidas por la AR soluble sobre este circuito
neuronal bulbar, asi como por la presencia de la proteina tau en estado
hiperfosforilado (Ohm y Braak 1997; Wesson et al., 2010a; Koike et al., 2011).

El deterioro olfativo ligado a las primeras etapas de la EA se asocia también
a la hiperfosforilaciéon de la proteina tau a través de la cinasa de la glicodgeno
sintasa cinasa tipo 3 (GSK3; por sus siglas en inglés) (Lovestone et al., 1996;
Sanchez et al., 2000). La hiperfosforilacion de la proteina tau genera una
disminucién en su afinidad para ensamblarse con los microtubulos, lo que provoca

la desestabilizacién de los mismos (Lovestone et al., 1996; Sanchez et al., 2000).
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De forma interesante, con la progresion de la EA, aumenta la presencia de la
proteina tau en comparacién con la cantidad de beta-amiloide en el BOP (Attems
et al, 2005). Coincidentemente, en un estudio de tejido cerebral procedente de
pacientes con EA, se determind que la cantidad de la proteina tau en el BO es
muy alta en las fases tempranas de la EA (Reyes et al., 1993; Mundinano et al.,
2011; Mann et al., 1988; Kovacs et al., 2001). Ademas, se ha demostrado
experimentalmente que la proteina tau es necesaria para el deterioro cognoscitivo
inducido por la beta-amiloide (Hsiao et al., 1996; Roberson et al., 2007) y para el
deterioro de la capacidad olfatoria (Liu et al., 2003).

El BOP es una estructura telencefalica bilateral encargada de procesar la
informacion olfativa y es el primer relevo en el procesamiento de la informacion
olfatoria hacia las cortezas olfativas (Shepherd, 1972). El circuito del BOP esta
organizado en 7 capas, incluidas la capa glomerular y la granular que se
caracterizan por ser los sitios donde converge la informacion olfativa entrante y
saliente, respectivamente (Shepherd, 1972; Nieuwhenhuys et al., 2008). La capa
granular del BOP juega un papel esencial en el procesamiento bulbar de la
informacion olfatoria, pues regula la integracion de la informacién entrante y
modula la informacion saliente del BOP (Shepherd, 1972; Friedman y Strowbridge;
2003; Nieuwhenhuys et al., 2008). La participacion de las otras capas del BOP en
el procesamiento bulbar de la informacion olfatoria se describe mas adelante en la
seccion titulada estructura del bulbo olfatorio.

Las propiedades eléctricas de los elementos del circuito del BOP, asi como
las conexiones sinapticas que se establecen entre ellos, le permiten generar
patrones oscilatorios espontaneos en diferentes frecuencias de oscilacion
(Shepherd, 1972; Bressler, 1987; Kauer, 1988). El BOP es capaz de generar
oscilaciones con frecuencias tipo theta (4-12 Hz), tipo beta (15-35 Hz) y tipo
gamma (45-90 Hz) (Bressler, 1987; Kay et al., 2005; Wesson et al., 2010a). Estos
patrones oscilatorios son considerados la base operacional del BOP, que le
permiten la representacion y el procesamiento de la informacion olfatoria
(Wachowiak y Shipley, 2006; Kay et al., 2005). Por ello, la alteracién de los

patrones oscilatorios en el BOP se asocia con la disminucién de la capacidad



olfatoria (Le Pichon et al., 2009; Martin et al., 2012).

Dado que los oligobmeros solubles de la AB son capaces de alterar los
patrones oscilatorios espontaneos en el hipocampo, la corteza cerebral y el BOP
(Alvarado-Martinez et al., 2013; Villete et al.,2010; Balleza-Tapia et al., 2010,
Adaya-Villanueva et al., 2010; Pefa-Ortega et al., 2012), en este trabajo nos
planteamos como hipotesis que la AB soluble es capaz de alterar la generacion de
actividad espontanea en la capa granular del BOP a través de la hiperfosforilacion

de la proteina tau mediada por la enzima GSKa3.

2. ANTECEDENTES
2.1 La Enfermedad de Alzheimer (EA)

En 1907, el Dr. Aloysius Alzheimer hizo la descripcion de una enfermedad nueva
con base en observaciones de la paciente Auguste D, de 51 afios de edad, quien
presentaba sintomas que incluian: pérdida de la memoria, dificultades en la
comprensién de la informacion, desorientacidon y alucinaciones (Alzheimer et al.,
1995). El analisis histologico post mortem del cerebro de la paciente reveld la
presencia de agregados intracelulares y extracelulares que, eventualmente, se
convirtieron en los marcadores histopatologicos de esta enfermedad (Alzheimer et
al. 1995; Goedert y Spillantini 2006). Las observaciones realizadas por el Dr.
Alzheimer describieron a la enfermedad en cuestion, como un tipo de demencia
senil que mas tarde Emil Kraeplin nombré como la Enfermedad de Alzheimer (EA)
(Goedert y Spillantini, 2006).

Actualmente, la EA se define como una patologia neurodegenerativa,
cronica e irreversible (Maréchal et al., 2006), caracterizada por deterioro en la
capacidad olfativa (Thompson et al., 1998; Mesholam et al., 1998; Wesson et al.,
2010b), pérdida de la memoria, dificultades en la comprension de la informacion,
desorientacion, alucinaciones, asi como por la presencia de placas amiloideas y
de maranas neurofibrilares (Alzheimer et al., 1995). La EA es considerada la
primera causa de demencia en pacientes mayores de 60 afnos (Barber, 2010). El
envejecimiento se considera el factor de riesgo principal de la enfermedad (Wang,
2003), ya que la prevalencia de la EA se incrementa con el aumento en la edad
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(Wang, 2003). A nivel mundial, la EA afecta alrededor de 370 millones de personas
(Lopes y Bottino, 2002; Maiese et al., 2009). Datos epidemioldgicos obtenidos en
los EUA muestran que el 3% de las personas de 65 a 74 afos padecen EA,
mientras que en personas de 80 afios o mas, este valor se dispara hasta un 47%
(Hebert et al., 2003).

El Consejo Nacional de Poblaciéon de México determind que actualmente
existen 12.9 millones de mexicanos que son mayores de 60 afos (10.8% de la
poblacibn mexicana) y estima que para el ano 2050 esta poblacion se
incrementara en un 22% (Zuhiga y Vega, 2005), para representar el 28% de la
poblacién total (36 millones de personas) (Zufiga y Vega, 2005). De acuerdo con
el Fondo de Poblacion de las Naciones Unidas (UNFPA, por sus siglas en inglés),
en 2014, 12% de la poblacion mundial tenia una edad de 60 anos o mas, mientras
que en las regiones mas desarrolladas esta proporcion llega a ser de 23.3%
(INEGI-México, 2014). Estimaciones de la misma fuente, sefialan que en el 2050,
uno de cada cinco habitantes del planeta (21.2%) tendra 60 afios (INEGI-México,
2014). De hecho, el numero de adultos mayores se duplico en las ultimas décadas
(INEGI-México, 2014), pasando de 5 millones en 1990 a 11.7 millones en el 2014
(INEGI-México, 2014). De acuerdo a lo mencionado anteriormente, este aumento
en la proporciéon de la poblacion de adultos mayores también aumentara la

cantidad de sujetos que padecen o padeceran la EA (Maiese et al., 2009).

2.1.1 Factores de riesgo de la EA

La EA puede clasificarse en dos grupos: la EA familiar, que se produce por causas
de origen genético y la EA esporadica, que representa todos los casos sin un
origen genético aparente (Slachevsky et al., 2007; Tanzi et al., 1996). A pesar de
que las causas exactas de estos dos tipos de EA pueden diferir, ambos tipos de
EA comparten los mismos sintomas clinicos antes descritos (Lehtovirta et al.,
1996; Tanzi et al., 1996). Sin embargo, la aparicion de los sintomas en la EA
familiar es mas temprana y su progresion es mas rapida (Slachevsky et al., 2007,

Tanzi et al., 1996). La EA familiar es muy infrecuente, ya que representa menos
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del 10% de todos los casos registrados (Wang, 2003). La EA familiar esta
asociada con mutaciones en genes autosémicos dominantes que codifican para la
proteina precursora del amiloide (APP, por sus siglas en inglés), que se localiza en
el cromosoma 21; la presenilina 1 (PS1), que se localiza en el cromosoma 1; vy la
presenilina 2 (PS2), que se localiza en el cromosoma 14 (Chartier-Harlin et al.,
1991; Goate et al., 1991; Selkoe, 1997; Holmes, 2002). Es importante mencionar
que todas las mutaciones asociadas a estos genes incrementan la produccién de
la proteina B amiloide 1-42 (AB1-42); que es la forma de la AR que mas aumenta en
los cerebros de los pacientes con EA (Selkoe 1999; Naslund et al., 2000; Walsh y
Selkoe 2001) y que es la responsable de los sintomas tempranos de la EA (Selkoe
1999; Naslund et al., 2000; Walsh y Selkoe, 2007).

El 90% de los casos de EA son considerados de tipo esporadico, ya que no existe
un factor etiologico identificado que explique su origen (Tanzi et al., 1996).
Comunmente, estos pacientes presentan los primeros sintomas de la EA después
de los 65 afios (Tanzi et al., 1996). A pesar de la ausencia de un origen genético
directo, se ha reportado que existen factores genéticos predisponentes para la EA
esporadica (Lehtovirta et al., 1996; Raber et al., 2004). Entre estos, el mas
importante, ademas del envejecimiento, es la expresion de un polimorfismo de la
Apolipoproteina E (ApoE) (Raber et al., 2004).

Existen tres isoformas de la ApoE: la E2, |a E3 y la E4, de las cuales la E4
esta relacionada con un incremento en la prevalencia de la EA (Raber et al.,
2004), mientras que las isoformas E2 y E3 estdn asociadas a una menor
prevalencia de la enfermedad (Farrer et al., 1997; Corder et al., 1998). La
expresion de la ApoE4 puede aumentar 3 veces el riesgo de desarrollar la EA en
heterocigotos y 15 veces en homocigotos (Tanzi et al., 1996; Blennow et al., 2006).
Asi pues, se estima que la expresion de la ApoE4 se asocia al 20% de los casos
de la EA esporadica (Chapman et al., 2001).

Existen otros factores de riesgo no genéticos para desarrollar la EA como
son: la presencia de enfermedades cardiovasculares (Luchsinger et al., 2004), la
hipertension (Luchsinger et al., 2004); los niveles de colesterol altos (Luchsinger et
al., 2004), la obesidad (de Toledo Ferraz Alves et al., 2010), el infarto del miocardio



(de Toledo Ferraz Alves et al., 2010; Holscher 2011) y la diabetes (de Toledo
Ferraz Alves et al., 2010; Holscher 2011), que pueden aumentar las probabilidades
de padecer EA hasta en un 34%. Sin embargo, el factor mas importante para
desarrollar la EA es la senescencia, ya que la EA esporadica afecta mayormente a
individuos mayores de 65 afnos de edad (Brookmeyer et al., 1998; Wimo et al.,
2003). Ademas, la probabilidad de desarrollar la EA se incrementa al doble cada 5
afios a partir de los 65 afos, hasta alcanzar una prevalencia del 50% de la

poblacién a los 85 afos (Brookmeyer et al., 1998; Wimo et al., 2003).

2.1.2 Etapas y sintomas de la EA

Como ya mencionamos anteriormente, durante el desarrollo de la EA se pueden
presentar alteraciones progresivas en algunas de las funciones cognoscitivas
(Backman et al., 2005; Small et al., 2007; Salmon, 2012). Los primeros sintomas
que presentan los pacientes con EA son usualmente confundidos con el
envejecimiento normal o incluso con el estrés (Doraiswamy et al., 1998; Spaan et
al., 2003). Sin embargo, el envejecimiento promueve alteraciones en los procesos
de memoria y aprendizaje de manera normal que, a diferencia de la EA, no
interfieren con la capacidad del individuo de realizar las actividades de la vida
diaria (Morrison y Hof, 1997). A pesar de lo anterior, se ha propuesto que el
sintoma temprano mas sobresaliente de la EA es una pérdida ligera de la memoria
de corto plazo; que se refleja como la dificultad para recordar eventos recientes
(Forstl y Kurz, 1999; Backman et al., 2004; Salmon, 2012). Ademas, se observan
alteraciones en el aprendizaje que se traducen en la incapacidad de adquirir
informacion nueva (Arnaiz y Almkvist, 2003; Backman et al., 2004). Otro sintoma
caracteristico de la etapa temprana de la EA es un deterioro ligero en otros
procesos cognoscitivos como la atencion, la planificacion y el pensamiento
abstracto (Backman et al., 2004). De esta forma, el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer se puede agrupar clinicamente en tres etapas (temprana, intermedia y
avanzada) (Martinez-Gil, 2009; Forstl y Kurz, 1999), mismas que se describen a

continuacion.



2.1.2.1 Etapa Temprana de la EA

La primera etapa de la EA, o etapa “amnésica”, se caracteriza por un deterioro
moderado de la memoria que se acompaina de desorientacion espacial, ademas
de alteraciones en el estado de animo, de agitacion, de depresién y de
hiperactividad (Forstl y Kurz, 1999). Durante esta etapa, ocurren episodios de
olvido ligero que eventualmente se manifiestan de forma mas pronunciada,
sobretodo, en la memoria de corto plazo (Carlesimo y Oscar-Berman, 1992; Jelicic
et al.,, 1995). El deterioro de la memoria episédica (memoria relacionada con
sucesos autobiograficos) tiene una progresion retrograda, de manera que los
eventos mas proximos a la nifiez son mas faciles de recordar para el paciente, en
contraste a los eventos recientes (Carlesimo y Oscar-Berman, 1992). Las
alteraciones en la memoria semantica, como la memoria de significados y
relaciones conceptuales, también pueden ser un sintoma temprano de la EA
(Backman et al., 2004; Salmon, 2012).

Durante la etapa amnésica también aparecen problemas en la percepciéon
(agnosia), en la ejecucion de movimientos (apraxia) y hay alteraciones en el
estado de animo (Forstl y Kurz, 1999). También se observan alteraciones en la
planeacién, la memoria de trabajo, la atencién y el razonamiento verbal, entre
otras (Chan et al., 2008). La memoria semantica (conocimiento conceptual y
factico) y la memoria implicita (la relacionada con habitos o destrezas), también
presentan alteraciones muy ligeras en esta etapa de la EA (Carlesimo y Oscar-
Berman, 1992; Jelicic et al., 1995). Asimismo, en esta etapa de la EA, también se
observan problemas de lenguaje como la disminucion del vocabulario y la fluidez
verbal, que se manifiestan como un empobrecimiento del lenguaje oral y escrito
(Forstl y Kurz 1999; Taler y Phillips, 2008). No obstante, los pacientes en esta
etapa aun son capaces de comunicar ideas basicas, de forma adecuada (Frank,
1994; Forstl y Kurz, 1999; Taler y Phillips, 2008).

Los pacientes en la etapa amnésica de la EA son capaces de realizar tareas
motoras finas como dibujar, escribir o vestirse (Forstl y Kurz, 1999). Entre los

sintomas mas tempranos de la EA, se encuentra un deterioro en la capacidad



olfativa (Thompson et al., 1998; Mesholam et al., 1998; Wesson et al., 2010b;
Alvarado-Martinez et al.,, 2013). De hecho, se ha propuesto que este deterioro
pudiera utilizarse como método diagnostico temprano de la EA (Warner, 1986).
Asimismo, el deterioro olfativo ligado a las primeras etapas de la EA se asocia
también con alteraciones en la corteza piriforme la cual es la principal corteza de

este sistema sensorial (Liu et al., 2003).

2.1.2.2 Etapa Moderada de la EA

En la segunda etapa, o “fase de confusion o moderada”, se presenta un deterioro
subito y progresivo de algunas funciones cognoscitivas que derivan en trastornos
como la apraxia, la afasia, la agnosia y discalculia (Forstl y Kurz, 1999). Durante la
etapa moderada de la EA, los pacientes son menos independientes y se vuelven
incapaces de realizar la mayoria de las actividades de la vida diaria (Forstl y Kurz,
1999). Las alteraciones en el lenguaje se vuelven mas evidentes, ya que el
paciente no puede recordar partes del vocabulario, 1o que le obliga a sustituir las
palabras de forma incorrecta (parafasias) (Manenti et al., 2004). También, durante
esta etapa, la capacidad de lectura y escritura se pierden de manera progresiva,
asi como la coordinacién para desarrollar tareas motoras complejas (Frank, 1994;
Forstl y Kurz, 1999). Los problemas de memoria se acentuan y los pacientes
tienen dificultad para reconocer a parientes cercanos (Forstl y Kurz, 1999) y la
memoria de largo plazo también comienza a deteriorarse (Forstl y Kurz, 1999). En
esta etapa de la EA se pueden presentar delirios, en los que el paciente cree que
las personas u objetos han sido alterados o cambiados por completo (Reisberg et
al.,, 1996). Es comun que durante esta etapa de la EA, los pacientes presenten
alucinaciones; principalmente visuales (Perry et al., 1990). Por otro lado, las
alteraciones conductuales se vuelven mas evidentes y se manifiestan como
desorientacion, vagancia, irritabilidad, agresividad fisica o verbal (Stern et al.,
1997).



2.1.2.3 Etapa Avanzada de la EA

En la etapa avanzada o “demencial” de la EA, se presenta un deterioro
cognoscitivo severo que se complica con un deterioro en la funcion motora, el cual
se asocia a incontinencia urinaria y fecal, asi como a alteraciones en la postura y
en la marcha (Forstl y Kurz, 1999).

En la etapa demencial de la EA, la memoria esta completamente
comprometida y los pacientes pierden la capacidad de evocar los recuerdos
biograficos mas antiguos (Forstl y Kurz, 1999). El lenguaje se reduce
drasticamente a palabras o frases simples, lo que eventualmente deriva en la
pérdida completa de la capacidad de comunicacién oral (Frank, 1994; Forstl y
Kurz, 1999). El deterioro de las capacidades cognitivas que se observa en esta
etapa de la EA va acompafiado también de cambios conductuales (Burns et al.,
1990; Pérez-Madrinan et al.,, 2004). Los pacientes se vuelven agresivos,
depresivos o apaticos; incluso algunos pacientes presentan cuadros paranoicos y
alucinaciones (Burns et al., 1990; Pérez-Madrinan et al., 2004; Apostolova et al.,
2007).

Una caracteristica importante de esta etapa es la apraxia, que se manifiesta
como la incapacidad de realizar cualquier actividad de la vida diaria; incluso
masticar y tragar los alimentos (Forstl y Kurz, 1999). Durante esta etapa final de la
EA, la masa muscular y la movilidad se deterioran al punto de que los pacientes
estan confinados a una silla de ruedas o a la cama (Forstl y Kurz, 1999).

Como se menciond, la EA es considerada como una patologia terminal
(Burns et al., 1991; Bracco et al., 1994; Bowen et al., 1996), debido a que después
del diagndstico clinico, la expectativa de vida del paciente se reduce a
aproximadamente 5 afios (Heyman et al., 1987). No obstante, la causa de la
muerte suele no ser relacionada directamente a la enfermedad (Forstl y Kurz,
1999), pues los pacientes mueren generalmente de neumonia, de paro

respiratorio, de infarto al miocardio o de septicemia (Forstl y Kurz, 1999).



2.1.3 Alteraciones de la funcion olfatoria durante la EA

El sistema olfatorio es el unico sistema sensorial que transmite su informacion
directamente a la corteza cerebral sin hacer relevo en el tdlamo (Shepherd et al.,
1972). Ademas, el sistema olfatorio establece una relacién estrecha con el sistema
limbico (Shepherd et al., 1972; Thompson et al., 1998). Es importante resaltar que
uno de los sintomas mas tempranos de la EA, es la alteracion en la capacidad
olfativa (Thompson et al., 1998; Mesholam et al., 1998; Wesson et al., 2010b). De
hecho, se ha propuesto que el deterioro olfativo pudiera utilizarse como método
diagnostico temprano de la EA y, de esta forma, poder generar tratamientos
preventivos que disminuyan la pérdida de las funciones cognoscitivas en los
pacientes (Warner, 1986). La olfaccion esta involucrada en procesos de memoria y
aprendizaje, por lo que, el deterioro de este sistema también puede ser
considerado como un predictor de la alteracion de los procesos cognoscitivos
(Thompson et al., 1998). Estudios de Warner et al., (1986), en los que se utilizé la
prueba denominada “The Smell Identification Test Administration Manual’, que
consiste en la discriminacion e identificacion olfativa de 40 olores, y que tiene la
finalidad de determinar el rango de sensacion y percepcion olfativa en humanos;
comprobaron que los pacientes catalogados con una demencia de tipo EA,
presentan un numero mayor de errores en la identificacion de olores y que este
deterioro correlaciona con el grado de demencia de los pacientes. En otro estudio
realizado por Schofield et al., (2012), demostraron que existe una correlacion entre
el deterioro olfativo y la disminucion en el volumen hipocampal, en los pacientes
con EA intermedia.

El deterioro olfativo en la EA puede deberse a alteraciones en diversas
estructuras olfatorias (Wesson et al., 2010b; Bahar-Fuchs et al., 2010; Arnold et
al.,, 2010), como el nucleo olfatorio anterior y el nervio craneal olfatorio, que
muestran cambios neurodegenerativos durante la etapa avanzada de la EA
(Averback, 1983; Bahar-Fuchs et al., 2010). Asimismo, Esiri y Wilcock (1984),
reportan no haber encontrado placas insolubles de la AB en el bulbo olfatorio, al

menos en las etapas tempranas de la EA, por lo que se ha sugerido que la
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proteina AR en estado soluble es la responsable de las alteraciones en la
funcionalidad del bulbo olfatorio de los humanos (Ohm y Braak, 1997).

Estudios dirigidos a la identificacion de los genes responsables de la EA de
tipo familiar han permitido el desarrollo de ratones transgénicos que simulan
alteraciones que semejan a la EA (Wesson et al., 2010b; Oddo et al., 2003; Bittner
et al., 2010). Entre las alteraciones tempranas que se observan en los ratones
transgénicos de la EA se encuentra una disminucion de su capacidad olfatoria
(Kawarabayashi et al., 2001; Wesson et al., 2010b; Cassano et al., 2011; Coronas-
Samano, 2011). Wesson et al., (2010b) demostraron que ratones transgénicos que
expresan una forma mutada de la proteina precursora de [ amiloide (APP 695),
sobreproducen la proteina AB en el bulbo olfatorio y poseen un desempefio bajo
en pruebas de discriminacion olfativa. La correlacion que guarda la cantidad AR
soluble y el deterioro temprano en la capacidad olfativa ha sugerido una relacién
causal entre esta proteina y el deterioro olfativo que presentan tanto los pacientes
con EA como los ratones transgénicos en las etapas tempranas de la EA (Hsiao et
al., 1996; Kawarabayashi et al., 2001; Wesson et al., 2010b).

Con base en estos antecedentes, se ha sugerido que la disminucion
olfatoria que ocurre en las etapas tempranas de la EA no esta asociada a la
presencia del estado insoluble de la AB (placas amiloideas), sino a alteraciones
producidas por la AB soluble sobre los circuitos neuronales del BOP (Ohm y Braak,
1997; Wesson et al., 2010a; Koike et al., 2011). Por ello, consideramos que es
importante estudiar el efecto de esta proteina sobre el BOP y los mecanismos que

subyacen a este efecto.

2.1.4 Histopatologia de la EA

Histopatologicamente, la EA se caracteriza por una pérdida progresiva de las
neuronas en el hipocampo y la corteza cerebral, principalmente, aunque no
exclusivamente (Selkoe, 2001; Mena-Lépez et al, 2003). Sin embargo, esta

pérdida progresiva de neuronas también se ha observado en el bulbo olfatorio
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(Christen-Zaech et al., 2003). Ademas, la EA se caracteriza por la presencia de
dos marcadores histopatoldgicos caracteristicos y diagnosticos, que son las
marafas neurofibrilares y las placas amiloideas (Tolnay y Probst, 2003; Barber,
2010). De hecho, el diagnéstico definitivo de la EA se realiza mediante un examen
del tejido cerebral post-mortem que confirma la presencia de ambos marcadores
(Mena-Lépez et al., 2003; Blennow et al., 2006). Las maranas neurofibrilares
intracelulares estan conformadas por la proteina tau y las placas seniles
extracelulares son agregados compuestos principalmente por la proteina beta-
amiloide (AB) (Selkoe, 2001; Mena-Lopez et al., 2003; Blennow et al., 2006).

2.1.4.1 Las maranas neurofibrilares

Las marafas neurofibrilares se producen por la agregacion, en un estado
insoluble, de la proteina tau hiperfosforilada (Igbal et al., 1986), que se acumula en
el interior de las neuronas (lgbal et al., 1986) y compromete la funcién del
citoesqueleto (Igbal et al., 1986). La proteina tau esta asociada a los microtubulos
y presenta 6 isoformas en humanos y ratas (Wang y Liu, 2008), tau se localiza
principalmente en los axones (Binder et al., 1985) y su funcién principal es la
estabilizacion del citoesqueleto a través de la polimerizacion de la tubulina
(Drechsel et al., 1992). La hiperfosforilacién de la proteina tau evita su interaccién
con los microtubulos y promueve su agregacion en formas fibrilares (Lovestone y
Reynolds, 1997).

2.1.4.2 La proteina 3 Amiloide (AB)

La AB se produce a partir de la hidrélisis de la proteina precursora del amiloide
(APP), que es una proteina de membrana codificada por un gen que se localiza en
el cromosoma 21 en los humanos (Zhang et al., 2011). La APP se presenta
mayoritariamente en tres isoformas, la APP695, la APP751 y la APP770, que

difieren en la longitud de su cadena polipeptidica y de la cual reciben su nombre

12



(Zhang et al., 2011; Kojro et al.,, 2001). La isoforma APP695 se encuentra
principalmente en las neuronas y en las células gliales (Zhang et al., 2011),
mientras que las isoformas APP751 y APP770 se encuentran distribuidas en un
gran numero de tejidos como en el tejido adiposo, el tejido hepatico y el tejido
cardiaco, entre otros (Zhang et al., 2011). La APP es una dglicoproteina de
membrana altamente conservada, cuyo procesamiento proteolitico es determinado
por la accidn de distintas secretasas (Garcia-Osta y Alberini, 2009).

Existen dos vias de procesamiento de la APP que son la via no
amiloidogénica en la que participan las a- y y-secretasas y que produce varios
péptidos, pero no a la AB (Kojro et al., 2001; Garcia-Osta y Alberini, 2009); asi
como la via amiloidogénica que involucra a las - y y-secretasas, y que genera
varios péptidos incluida la AB (Fig.1, Kojro et al., 2001; Selkoe, 1993).

La AB producida por el procesamiento amiloidogénico de la APP, puede
constar de 39 a 42 aminoacidos (Kojro et al., 2001). Sin embargo, la AB14o es la
forma mas comun en condiciones fisiologicas, mientras que la AB142 es la que
incrementa mayormente su sintesis durante la EA (Kojro et al., 2001). Ademas, la
AB1-42 es la isoforma que tiende a formar mas oligémeros y, por consecuencia, a

precipitarse en formas fibrilares con mayor facilidad (Zhang et al., 2011).
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Figura 1 — Procesamiento de la proteina precursora de beta amiloide APP. A)
Via amiloidogénica. La enzima proteolitica B-secretasa genera el fragmento
soluble de la APP 3 (B-APPs; por sus siglas en inglés) y el Fragmento Carboxilo
Terminal B (B-CTF; por sus siglas en inglés). Posteriormente, la y-secretasa corta
el fragmento B-CTF en la porcidon intermembranal generando el Dominio
Intracelular de la APP (AICD; por sus siglas en inglés) y la AB. B) En la via no-
amiloidogénica participa la a-secretasa generando los fragmentos a-APPs y a-
CTF, subsecuentemente la y-secretasa genera los péptidos p3 y AICD a partir del
a-CTF. i = intracelular; e = extracelular (tomado de Balleza-Tapia, 2015).

Las placas seniles, también llamadas placas 3 amiloideas, se presentan en
dos formas: Las placas neuriticas, que tienen un diametro de 10 a 120 micras y
estan conformadas por un nucleo denso de AB1-40 Yy, principalmente, de AB142 en
su forma fibrilar (Jarrett et al., 1993; Selkoe, 2001). Estas placas estan rodeadas
por una cantidad alta de microglia activada que se ubica en la region mas cercana
al nucleo de las mismas, mientras que la parte exterior de la placa es encapsulada
por neuritas distroficas asi como por astrocitos reactivos (Selkoe, 2001). Por otra
parte, existen las placas difusas que deben su nombre a que no tienen una
estructura central compacta y tampoco se encuentran rodeadas de neuritas

distroficas (Selkoe, 2001). Debido a su estructura, se piensa que estas placas son
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precursoras de las placas neuriticas (Selkoe, 2001).

2.2 Funcion fisioldgica de la proteina A

La proteina AR parece desempefar un papel fisiolégico en diversos procesos
celulares (Yanker et al., 1990; Plant et al., 2003; Parihar y Brewer, 2010). Por
ejemplo, concentraciones fisiologicas de la proteina AB promueven el crecimiento,
mantenimiento y la extension de las neuritas (Garcia-Osta y Alberini, 2009), regula
la plasticidad sinaptica y promueve el aprendizaje y la memoria (Garcia-Osta y
Alberini, 2009; Kang et al., 2009; Parihar y Brewer, 2010). Es importante sefalar
que, en condiciones fisioldgicas, la concentracion de la proteina AR se encuentra
en el rango de los 200 a los 1000 picomolar, siendo mas abundante la isoforma 1-
40 que la isoforma 1-42 (Garcia-Osta y Alberini, 2009; Cirrito et al., 2008;
Ramsden et al., 2002). Resulta interesante que la presencia de la AB en el
hipocampo, en condiciones fisioldgicas, no es constante, ya que su liberacion
sigue un patrén circadiano dependiente del ciclo suefo-vigilia, tanto en ratones
como en humanos (Kang et al., 2009). Como ya se mencion0, las concentraciones
basales de la AB son necesarias para la sobrevivencia de las neuronas, por lo que
en cultivos neuronales, la inhibicion de la sintesis de la AR provoca la muerte de
dichas células (Yanker et al., 1990; Plant et al., 2003). Por otra parte, la presencia
de la AB en cultivos de células troncales, promueve un mayor grado de
diferenciaciéon neuronal, asi como un mayor crecimiento de las proyecciones
axonales y dendriticas (Lopez-Toledano y Shelanski, 2004). De esta manera, se
propone que la AR es un factor neurotréfico y neuroprotector en condiciones
fisiolégicas (Yanker et al., 1990; Plant et al., 2003).

Otra de las funciones fisioldgicas que se le han atribuido a la AB es la
modulacién de la transmisidon mediada por la acetilcolina (ACh), a través de la
interaccién directa con los receptores nicotinicos (nAChR) de tipo a7 (Wang et al.,
2000; Dineley et al., 2002). La activacién de los nAChR por la proteina AB, a
concentraciones fisiologicas, puede desencadenar cambios en la transmisién

sinaptica tanto a nivel presinaptico como postsinaptico (Jurgensen y Ferreira,
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2010). La entrada de Ca*? a través de los nAChR en la presinapsis, promueve el
reclutamiento y liberacion de las vesiculas sinapticas; mientras que en la
postsinapsis, la activacién de los nAChR disminuye el umbral de activacién de los
receptores glutamatérgicos tipo NMDA, ademas de que aumenta la excitabilidad
neuronal (Mckay et al., 2007; Dineley et al., 2002; Wang et al., 2000). Por otro
lado, experimentos de Cirrito et al., (2005) sugieren que la AB regula la actividad
sinaptica al ser liberada, de manera dependiente de la actividad, al liquido
intersticial (ISF por sus siglas en inglés). Asimismo, Snyder et al., (2005) ha
demostrado que la aplicacion de la AR promueve la endocitosis de los receptores
de NMDA en las neuronas corticales y, de esta manera, funciona como un
regulador de la actividad neuronal (Snyder et al., 2005). Ademas, la reduccion de
la AR debido a un tratamiento con un inhibidor de la y-secretasa restaura los
niveles de expresion de los receptores NMDA, lo que sugiere que la aplicacion de
la AB produce una depresion rapida y persistente de las corrientes evocadas por

NMDA en las neuronas corticales (Snyder et al., 2005).

2.2.1 Neuropatologia inducida por la proteina AB soluble

Algunas investigaciones han relacionado el grado de demencia temprana en los
pacientes con EA con el aumento en la concentracion de la A soluble en el liquido
intersticial (Naslund et al., 2000; Grimmer et al., 2009). Por ejemplo, Naslund et al.,
en el 2000, demostraron que existe una correlacion entre el grado de demencia
observado en pacientes con EAy los niveles de la AB soluble en diversas regiones
de la corteza cerebral. Esta correlacién no se observa con la cantidad de placas
seniles, ni con la neurodegeneracion en los pacientes con EA temprana (Lue et al.,
1999; Naslund et al., 2000). Como ya se menciond, la proteina AB142 es la
isoforma que mas aumenta durante la EA (Lue et al., 1999; Wang, 2000; Parihar y
Brewer, 2010), ademas de ser la isoforma mas toéxica (Garcia-Osta y Alberini,
2009; Parihar y Brewer, 2010) y la que presenta un mayor nivel de agregaciéon
(Burdick et al., 1992; Garcia-Osta y Alberini, 2009; Parihar y Brewer, 2010). La

isoforma AB1-42, en concentraciones nanomolares provoca, entre muchas otras
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cosas, la endocitosis de los receptores postsinapticos de glutamato tipo NMDA
(Cirrito et al., 2005), la depresion de la transmisidén sinaptica (Yanker et al., 1990;
Plant et al., 2003; Vargas-Caballero, 2011), la sinaptotoxicidad (Plant et al., 2003)
y, en ultima instancia, la muerte neuronal (DeKosky et al., 1996; Snyder et al.,
2005). La AB, en concentraciones patologicas (mayores a nM), puede interactuar
con proteinas involucradas en el transporte y fusion vesicular, como la
sinaptofisina y la sinaptobrevina, disminuyendo asi la probabilidad de liberacion de
los neurotransmisores (Masliah et al., 1991; DeKosky et al., 1996). La AB, a estas
concentraciones elevadas, también afecta el proceso de re-vesiculacion (Sullivan,
2006).

Con respecto a los procesos de plasticidad sinaptica, la proteina AB soluble
puede inhibir el establecimiento de la potenciaciéon de largo plazo (LTP, por sus
siglas en inglés; Lambert et al., 1998), efecto dependiente de la presencia de la
proteina tau (Shipton et al., 2011). Esta alteracion en la LTP inducida por la AR
parece relacionarse con una alteracion en el desempeio en tareas de memoria y
aprendizaje (Bennett, 2000; Hsiao et al., 1996; Roberson et al., 2007; Salgado-
Puga y Pefa-Ortega, 2015). Ademas, el incremento prolongado de la AB soluble
puede exacerbar otro tipo de plasticidad sinaptica denominada Depresion de
Largo Plazo (LTD, por sus siglas en inglés, Hsieh et al., 2006; Shankar et al.,
2008; Salgado-Puga y Pefa-Ortega, 2015), que eventualmente produce la
retraccidén de las espinas dendriticas (Hsieh et al., 2006; Lacor et al., 2007) y que
se ha relacionado con un desempefio menor en tareas de aprendizaje y memoria
(Puzzo et al., 2008; Garcia-Osta y Alberini, 2009; Puzzo et al., 2011; Salgado-Puga
y Pefna-Ortega, 2015).

2.2.2 Alteraciones funcionales producidas por la proteina AB en los
circuitos neuronales

El deterioro cognoscitivo en las etapas tempranas de la EA parece estar asociado
a alteraciones en la funcionalidad de las redes neuronales inducidas por las

formas solubles de AB, mas que a la neurotoxicidad asociada a las formas
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fibrilares (Pefa-Ortega, 2013; Salgado-Puga y Pena-Ortega, 2015). Las
oscilaciones neuronales y la actividad espontanea poblacional de varios circuitos
neuronales se alteran en presencia de la proteina AR (Adaya-Villanueva et al.,
2010; Balleza-Tapia et al., 2010; Colom et al., 2010; Pefa-Ortega y Bernal-
Pedraza, 2012; Alvarado-Martinez et al., 2013). Este efecto depende de la
disminucién de la transmision sinaptica (Rowan et al., 2004; 2007; Shankar et al.,
2007; Nimmrich et al., 2008), asi como de la alteracion de las propiedades de
disparo de las neuronas producidas por la AB (Yun et al., 2006; Orban et al., 2010).

Se ha propuesto que el deterioro en las oscilaciones cerebrales producido
por la AB esta intimamente relacionado con la afectacién de diversos procesos
cognoscitivos (Pefa-Ortega, 2013; Salgado-Puga y Pefa-Ortega, 2015). Las
oscilaciones cerebrales son el resultado de la dinamica de las redes neuronales y
dependen de la actividad de las neuronas y de las conexiones entre ellas (Artieda
et al., 2009). Por lo tanto, una alteracién en la dinamica de las redes neuronales
responsables de la generacion de las oscilaciones, puede ser la base
fisiopatolégica de los problemas cognoscitivos observados en los pacientes con la
EA (Pefa-Ortega, 2013; Salgado-Puga y Pefia-Ortega, 2015).

En los ultimos afos, se ha demostrado que los oligdmeros solubles de la AR
son capaces de alterar el funcionamiento de los circuitos neuronales (Villete et al.,
2010; Pefa-Ortega et al., 2010; 2012). Reportes de nuestro laboratorio, han
demostrado que la aplicacion de la AB soluble es capaz de disminuir la actividad
espontanea del hipocampo y del bulbo olfatorio en rebanadas de cerebro de ratén
(Balleza-Tapia et al., 2010; Alvarado-Martinez et al., 2013). Por otra parte,
experimentos realizados in vivo, indican que la administracion de la AB soluble,
disminuye la potencia de las oscilaciones espontaneas en el hipocampo (Colom et
al.,, 2010; Pena-Ortega y Bernal-Pedraza, 2012). La afectacion en la actividad
espontanea en el hipocampo, repercute en la disminucién del desempefio de los
animales en tareas de aprendizaje y memoria (Nakamura et al., 2001,
McNaughton et al., 2006) y, en el caso del bulbo olfatorio, induce un deterioro en la

deteccion de odorantes volatiles (Alvarado-Martinez et al., 2013).
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2.2.3 Senalizacion intracelular activada por la AB

Los mediadores bioquimicos involucrados en los efectos deletéreos producidos
por la AB estan todavia por determinarse (Balleza-Tapia y Pefa, 2009). La AB no
posee receptores especificos (Balleza-Tapia y Pefa, 2009), pero es capaz de
interactuar con una variedad amplia de receptores de membrana y, de esta
manera, activar cascadas de sefalizacion intracelular tanto en las neuronas como
en las células gliales (Verdier y Penke, 2004; Verdier et al., 2004; Balleza-Tapia y
Pefia, 2009). Entre los receptores que la AR puede activar en las neuronas se

encuentran:

1) Receptores ionotropicos, como los receptores para glutamato tipo NMDA
(NMDA-R) (Cullen et al., 1996; De Felice et al., 2007; Dominguez et al., 2007;
Abbott et al., 2008; Texido et al., 2011) y receptores nicotinicos a7 (a7nAChR)
(Wang et al., 2000; Wang et al., 2000; Dineley et al., 2001; Kihara et al., 2001;
Shimohama y Kihara 2001; Dineley et al., 2002; Shaw et al., 2002).

2) Receptores con actividad intrinseca de cinasa de tirosinas como el
receptor para la insulina (IR) (Xie et al., 2002; Townsend et al., 2006; 2007; Zhao
et al., 2008).

3) Receptores de citocinas como el receptor 75 para neurotrofinas
(p75NRT) (Tsukamoto et al., 2003; Zhang et al., 2003; Hashimoto, 2004; Costantini
et al., 2005; Costantini et al., 2005; Susen y Blochl, 2005) y el receptor para el
factor de necrosis tumoral 1 (TNF-R1) (Li et al., 2004; Wang et al., 2005; Rowan et
al., 2004; 2007).

4) Receptores de adhesion como las integrinas (Anderson y Ferreira, 2004;
Bozzo et al., 2004).

19



Las vias transduccionales activadas por muchos de estos receptores llevan,
eventualmente, a la activacion de la cinasa de la cinasa de la glicogeno sintasa
tipo 3 (GSKS; por sus siglas en inglés) (Balleza-Tapia y Pefia, 2009), enzima que
es fundamental para muchos de los efectos deletéreos producidos por la AR
(Balleza-Tapia y Pefna, 2009; Pefia-Ortega et al., 2012).

2.3 La cinasa de la glicogeno sintasa tipo 3 (GSK3)

La cinasa de la glicogeno sintasa tipo 3 (GSKS3; por sus siglas en inglés) es una
cinasa de serinas y treoninas que fue descrita inicialmente como una enzima
reguladora del metabolismo celular, debido a que fosforila e inhibe a la enzima
glicégeno sintasa (Embi et al., 1980). No obstante, la GSK3 actua también como
una enzima central en diferentes vias de sefializaciéon (Grimes y Jope, 2001;
Woodgett, 2001), asociadas a diversas funciones celulares como el metabolismo
del glucogeno (Embi et al., 1980; Orena et al., 2000; Grimes y Jope, 2001), la
regulacion del ciclo celular (Ryves y Harwood, 2003), la sobrevivencia (Pap vy
Cooper, 1998; Pap y Cooper, 2002; Maurer et al., 2014) y la proliferacion celular
(Force y Woodgett, 2009; Shin et al., 2011).

En el sistema nervioso se ha encontrado que esta enzima es inhibida
durante la induccion de la LTP y es activada durante la induccién de la LTD
(Peineau et al., 2007). La activacion de la GSK3 fomenta la LTD al inducir la
endocitosis de los receptores de glutamato tipo AMPA (Peineau et al., 2007). Este
hecho es de particular interés, ya que el desbalance entre la LTP y la LTD es
responsable del deterioro en el almacenamiento de la memoria descrito en la EA
(Bradley et al., 2012). Adicionalmente, Lucas et al., (2001) y Hernandez et al.,
(2002) han mostrado que la sobreexpresion de la GSK-3 en las neuronas del
hipocampo de ratén produce un deterioro en la resolucion de una prueba de
memoria espacial (el laberinto de Morris), mientras que la restauracién de los
niveles de GSK3 revierte dicho deterioro en la ejecucion de la memoria espacial.

Es importante mencionar que el mal funcionamiento de la GSK3 ha sido

involucrado en el desarrollo de diversos tipos de enfermedades somaticas, como
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la diabetes (Nikoulina et al., 2000; Henriksen et al., 2003; Henriksen y Dokken,
2006) y el cancer (Polakis, 2000; Taipale y Beachy, 2001; Manoukian y Woodgett,
2002); asi como con enfermedades neurolégicas, como el desorden bipolar
(Detera-Wadleigh, 2001; Gould y Maniji, 2002), la esquizofrenia (Koros y Dorner-
Ciossek, 2007) y la EA (Balaraman et al., 2006; Hooper et al., 2008; Kremer et al.,
2011). Lo anterior se debe a que la GSK3 se expresa en todos los tejidos del
cuerpo (Woodgett, 1990; Leroy y Brion, 1999), aunque su nivel mas alto de
expresion se encuentra en el sistema nervioso central (Woodgett, 1990; Leroy y
Brion, 1999).

2.3.1 Estructura de la GSK3 y la regulacion de su actividad

Existen dos isoformas de la GSK3 que se codifican en distintos genes (Woodgett,
1990), las denominadas GSK3a y la GSK3B que poseen una masa de 51 y 47
kDa, respectivamente (Woodgett, 1990). La estructura del sitio catalitico de la
GSK3 es muy similar en ambas isoformas (Doble y Woodgett, 2003) y la diferencia
principal entre ellas radica en el terminal amino de la GSK3a que posee una region
extra rica en glicinas (Woodgett, 1990). En el dominio catalitico de ambas enzimas
se ubica un pequefio dominio de uniéon (BD; por sus siglas en inglés) que le
permite a la GSK3 interactuar con otras proteinas y sustratos (Doble y Woodgett,
2003). La GSK3 esta constitutivamente activa en la mayoria de las células y es
regulada negativamente por las vias transduccionales que activan a la PI3K y a la
Akt (Doble y Woodgett, 2003). Esta ultima, inhibe la actividad de la GSK3 a través
de la fosforilacion de las serinas 9 y 21 (en la GSK3a y la GSK3p,
respectivamente) en la terminal amino (Plyte et al., 1992; Cross et al., 1995).

De manera contraria, la fosforilacion en las tirosinas 216 (GSK3a) y 279
(GSK3B) aumenta la actividad de las GSK3 (Hughes et al., 1993). La fosforilacién
de las tirosinas mencionadas no es necesaria para la activacion de la cinasa o
para su funcion catalitica (Thomas et al., 1999; Dajani et al., 2001), pero si
aumenta su eficiencia de fosforilacion (Thomas et al., 1999; Dajani et al., 2001). La

fosforilacion de las serinas 9 y 21 de la GSK3a/B, respectivamente, crea un
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pseudosustrato que se une intramolecularmente al dominio catalitico de la cinasa

inhibiendo asi su actividad catalitica (Thomas et al., 1999).

2.3.2 La cinasa GSK3 y la EA

Existen evidencias de la participacion de la cinasa de serinas/treoninas GSK3 en
la fisiopatologia de la EA (Balaraman et al., 2006; Hooper et al., 2008; Kremer et
al., 2011). Por ejemplo, se ha observado un incremento tanto en la actividad de la
GSK3B en la corteza frontal (Leroy et al., 2007), como en su expresion en el
hipocampo de pacientes con EA (Blalock et al., 2004). Por otra parte, se ha
observado una disminucion en la muerte neuronal inducida por la AB cuando se
utilizan oligonucledtidos especificos para evitar la expresion de la GSK3p3
(Takashima et al., 1996). También, existe evidencia de que la inhibicién
farmacolégica de la GSK3p con litio y con el inhibidor VIII de la GSK3pB, previene
la sobrefosforilacidn de la proteina tau y la muerte neuronal mediada por la AR
(Alvarez et al., 1999; Koh et al., 2008). Finalmente, resultados recientes de nuestro
laboratorio han demostrado que la proteina AB es capaz de inhibir las oscilaciones
beta-gamma en la corteza entorrinal a través de un mecanismo que requiere de la
activacion de la cinasa GSK3[3 (Pefa-Ortega et al., 2012) y que el ejercicio fisico
protege la actividad oscilatoria del hipocampo contra los efectos de la AB a través
de inhibir la activacion de la GSK3p (Isla et al., 2016).

Uno de los blancos de la GSK3 es la proteina tau (Avila et al., 2003) que,
como ya se menciono, una vez fosforilada muestra una disminucion en su afinidad
por los microtubulos, lo que provoca la desestabilizacion de los mismos
(Lovestone et al., 1996; Sanchez et al., 2000). Esta desestabilizacién de los
microtubulos es perjudicial para el mantenimiento del transporte axonal (Sergeant
et al., 2008), lo que ocasiona un deterioro en la funcidon neuronal que compromete
el aprendizaje y la memoria espacial (Liu et al., 2003). La proteina tau, que
pertenece al grupo de proteinas asociadas a microtubulos (MAPs, por sus siglas
en inglés) (Amos, 2014), sera descrita a continuacion.
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2.4 La proteina tau

Muchas de las caracteristicas morfologicas y funcionales de los microtubulos
dependen de una serie de proteinas estructurales llamadas, en conjunto, proteinas
asociadas a microtubulos (MAPs) (Amos, 2014). Como su nombre lo indica, estas
proteinas estan fisicamente asociadas a los microtubulos y su funcion es
proporcionarles estabilidad y mantener la integridad fisica de los mismos (Amos,
2014). Las MAPs presentan dominios de unién a microtubulos en la parte C-
terminal (Amos, 2014). La actividad de estas MAPs se modula en funcién de su
grado de fosforilacién; pues mientras mas fosforilacion presenten, menor sera su
capacidad para estabilizar a los microtubulos (Amos, 2014). Alteraciones en el
funcionamiento de las MAPs pueden contribuir a la aparicion de procesos
patolégicos como la demencia frontotemporal y la enfermedad de Parkinson
(Amos, 2014), que se asocian con la presencia de los mismos agregados de tau
presentes en la EA (Magnani et al., 2007). Para este estudio, es de vital
importancia una de estas proteinas estabilizadoras de microtubulos llamada tau, la
cual describiremos a continuacion.

En 1977 DW Cleveland purificod, por primera vez, a la proteina tau que, es
una proteina que pertenece a la familia de las MAPs (Amos, 2014). La proteina tau
fue descubierta como una proteina asociada a microtubulos (MAP) que estimula el
ensamble de tubulina en el citoesqueleto de las neuronas (Harada et al., 1994).
Esta proteina ha cobrado importancia debido a que las MAPs son el componente
principal de los filamentos helicoidales pareados (PHFs) o marafas neurofibrilares
(NTFs) (Liu et al., 2007). La proteina tau participa en algunas funciones bioldgicas
en el sistema nervioso central (Harada et al., 1994). La funcién mas importante de
la proteina tau es la de promover el ensamble de los microtubulos y la de
mantener la estabilidad de los ya formados previamente, lo que es indispensable
para el trasporte axonal de las neuronas (Harada et al., 1994). La afectacion de
esta funcién puede ocasionar un deterioro en el aprendizaje y en la memoria
espacial (Liu et al., 2003).
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2.4.1 La estructura y funcion de la proteina tau

La proteina tau en humanos adultos se expresa en seis isoformas diferentes que
son codificadas a partir de un mismo gen (Goedert et al., 1989), el cual se localiza
en el cromosoma 17 (Magnani et al., 2007). Las diferentes isoformas son
producidas por splicing alternativo del ARNm difieren en la presencia, o ausencia,
de una o dos secuencias de 29 a 58 aminoacidos en el N-terminal y por la
presencia o0 ausencia de tres o0 cuatro secuencias repetidas, en el carboxilo
terminal, que son los dominios de union a los microtubulos (Harada et al., 1994).
Las isoformas de tau que contienen cuatro repeticiones de la secuencia de union a
microtubulos son mas eficientes en la promociéon del ensamblaje de los
microtubulos que aquellas que presentan solo tres repeticiones de esta secuencia
(Spillantini y Goedert, 2013). En la corteza cerebral de adultos sanos se observan
cantidades iguales de tau con 3 y 4 repeticiones de la secuencia de union a

microtubulos en el carboxilo-terminal (Fig. 2, Spillantini y Goedert, 2013).
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Figura 2. Estructura de la proteina tau. En el panel superior se muestra la
estructura de la proteina tau con las secuencias repetidas de uniéon a microtubulos
(R1, R2, R3 y R4) en la region corboxilo (COOH). En el panel inferior podemos
observar las 6 isoformas (A-F) de la proteina tau generadas por splicing alternativo
con 3 (Tau 3R) 6 4 (Tau 4R) regiones repetidas para el ensamblaje a microtubulos
(modificado de Mondragon et al.,2014).
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La expresidn de tau es aproximadamente dos veces mayor en la materia
gris de la corteza cerebral que en la materia blanca (Spillantini y Goedert, 2013).
En neuronas, la proteina tau se concentra en los axones (Spillantini y Goedert,
2013). Sin embargo, trabajos recientes sugieren que tau esta presente también en
las dendritas (Spillantini y Goedert, 2013). Frandemiche et al., (2014) demostré
que la proteina tau muestra una amplia distribucién en las dendritas y que, ante la
entrada sinaptica, se desplaza desde el eje dendritico hacia los compartimentos
postsinapticos en cultivos primarios y en rebanadas de hipocampo (Frandemiche
et al., 2014). Esta translocacion de la proteina tau, dependiente de la actividad,
aumenta el acople entre la PSD-95, los receptores AMPA y Glu-A1, asi como la
actina (Frandemiche et al., 2014). Esto sugiere que la proteina tau tiene un papel
en la plasticidad sinaptica (Frandemiche et al., 2014). Por otro lado, Frandemiche
et al., (2014) han reportado que la AB provoca una translocacion de la proteina tau
hacia las espinas dendriticas sin necesidad de activacion sinaptica en neuronas
corticales. Este reacomodo de la proteina tau es también un rasgo caracteristico
observado en la EA (Tai et al., 2012), la demencia frontotemporal (FTD) y el

parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17) (Hoover et al., 2010).

2.4.2 Las Taupatias

Ademas de la EA, la hiperfosforilacion de la proteina tau ha sido observada en
varias enfermedades neurodegenerativas como la demencia frontotemporal con
Parkinsonismo (FTDP-17) y la enfermedad de Pick (Avila et al., 2004), la cual
provoca la muerte progresiva de las células del sistema nervioso central, a través
de la formacién los "cuerpos de Pick" (principalmente en los lobulos cerebrales
frontal y temporal), formados principalmente por la acumulacién de la proteina tau
(Avila et al., 2004). Lo anterior agrupa a todas estas enfermedades como taupatias
(Magnani et al., 2007). El efecto negativo de la hiperfosforilacién de tau radica en
que puede competir con la proteina motora cinesina en el ensamble de los

microtubulos, dando como resultado una disminucién del transporte axonal
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(Harada et al., 1994).

En autopsias de cerebros de pacientes con EA, los niveles de fosforilacion
de la proteina tau son tres o cuatro veces mayor que los encontrados en cerebros
de individuos sanos (Grundke-lgbal et al., 1984). Como ya se menciono, la
caracterizacion de los filamentos helicoidales pareados (PHFs, por sus siglas en
inglés) de cerebros de sujetos con EA mostré que la proteina tau es el
componente proteico principal de las PHFs y que la proteina tau que los integra se
encuentra anormalmente hiperfosforilada (Grundke-lgbal et al., 1986a; Wood et
al., 1986). La hiperfosforilacion de la proteina tau juega un papel principal en las
enfermedades neurodegenerativas, especialmente en la EA, donde se pueden
apreciar cambios neurofibrilares que consisten en la formacion de ovillos
neurofibrilares, filamentos de neuropilo y la formacion de placas seniles neuriticas
(Goedert et al., 1993); que aparecen dentro de la gran mayoria de las células
nerviosas que degeneran durante el curso de la enfermedad (Goedert et al.,
1993). La cantidad de estos marcadores histopatologicos correlaciona con la
demencia (Goedert et al., 1993).

Tanto la expresion, como la fosforilacién de la proteina tau son reguladas
durante el desarrollo (Goedert et al., 1993). En etapas embrionarias y en el
periodo temprano postnatal, las isoformas cortas de la proteina tau presentan un
alto nivel de fosforilacion (Goedert et al., 1993), lo que disminuye en el cerebro
adulto saludable (Goedert et al., 1993). Estudios cinéticos in vitro de las
fosforilaciones fisiolégicas de la proteina tau sugieren que la fosforilacién de las
Ser199/Ser202/Thr205, de las Thr212, Thr231/Ser235, de las Ser262/Ser356 y la
Ser422 promueven la autoagregacion de la proteina para la formacion de marafias
neurofibrilares (Liu et al., 2007). Ademas, algunas evidencias sefalan que la
proteina tau muestra hiperfosforilacion en 45 sitios diferentes (Mondragén et al.,
2013).

La hiperfosforilacion de la proteina tau le confiere propiedades tdxicas, asi
como la habilidad de secuestrar a la proteina tau “normal” y a otras MAPs, como la
MAP1 y la MAP2; lo que causa el desensamble de los microtubulos (Alonso et al.,
2009; 2006; 2004; Morsch et al., 1999; Lovestone et al., 1997). Esta agregacion
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patolégica de la proteina tau durante la EA provoca, entre otras cosas, dafio en el
transporte axonal de las mitocondrias entre el soma y la sinapsis (Alonso et al.,
1994; Morsch et al., 1999; Lovestone et al., 1997), lo que ocasiona deficiencias
metabdlicas y un desbalance en la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y de especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Mondragon et al., 2013),
acelerando asi el deterioro de la sinapsis y el proceso de neurodegeneracion en la
EA (Mondragon et al., 2013).

Como ya habiamos mencionado, muchas mutaciones causantes de la EA de
tipo genético se encuentran en los genes que codifican la proteina precursora
amiloide (APP), la presenilina 1 (PS1) y la presenilina 2 (PS2), lo que da como
resultado un aumento de la produccion de la AR en el cerebro (Spillantini y
Goedert, 2013). Estas mutaciones y sus efectos forman la columna vertebral de la
hipétesis amiloide de la Enfermedad de Alzheimer, que postula que la acumulacién
de la AB produce la hiperfosforilacion de tau y su agregacion, ocasionando
disfuncién sinaptica y muerte de células nerviosas (Spillantini y Goedert, 2013). De
esta forma, es muy importante sefalar que gran parte de la hiperfosforilacion de la
proteina tau es inducida por la presencia de la AR (Roberson et al., 2007). Algunos
experimentos han demostrado que la proteina tau es necesaria para el deterioro
cognoscitivo inducido por la AR (Hsiao et al., 1996; Roberson et al., 2007), y que la
interaccién entre las proteinas AB y tau requiere de la fosforilacion de esta ultima
por la enzima GSK3 (Shipton et al., 2011). Otra evidencia que sefala una
interaccidon importante entre la proteina tau y la AB es la proteccion del deterioro
de la neurodegeneracion inducida por la AB en cultivos neuronales que carecen de
la proteina tau (Rapoport et al., 2002). Ademas, Hsiao et al en 1996 demostraron
que el deterioro cognitivo provocado por la sobreexpresion de la proteina
precursora de beta amiloide humana (hAPP) en ratones transgénicos, no se
presenta en ratones que, ademas, carecen de la proteina tau (Roberson et al.,
2007).

Como ya hemos mencionado anteriormente, durante la patogénesis de la EA,
el autoensamblaje de los filamentos helicoidales apareados y la marafias

neurofibrilares es producido por la hiperfosforilacién de la proteina tau (Chen et al.,
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2013). Existen varias formas de enfrentar el dafo inducido por la hiperfosforilacién
de esta proteina, entre las que se encuentra la reduccién de la presencia de esta
proteina con ARNs de interferencia (Chen et al., 2013). Algunos experimentos han
mostrado que la disminucion de los niveles de tau, por este medio, impidié los
cambios neuriticos producidos por la presencia de la AR (Chen et al., 2013). Por
otro lado, se ha demostrado que la disminucion de los niveles de tau con ARNs de
horquilla corta (shRNA; por sus siglas en inglés) modula la LTD (Kimura et al,
2014). Estas evidencias muestran que el uso de ARNs interferentes puede ayudar
a dilucidar el papel de la proteina tau en varios procesos fisioldgicos y patologicos.
Otra estrategia para disminuir los niveles de la proteina tau es utilizar un
tratamiento con acido tolfenamico (TA por sus siglas en inglés), el cual reduce los
niveles del ARNm de la proteina tau y, por lo tanto, de su proteina (Adwan et al.,
2014).

En un estudio realizado por Subaiea et al, (2013) se demostré que la
administracién de TA 50mg/kg disminuye los niveles de la proteina tau y previene
el deterioro cognitivo en ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina
precursora amiloide. Es importante sefialar que la reduccion de la expresion de la
proteina tau por el tratamiento con TA, se debe a la inhibicién, mediada por TA, de
un factor de transcripcion llamado Sp1 (Adwan et al., 2014). Estos datos han
sugerido que el acido tolfenamico es un agente terapéutico prometedor para tratar
la EA (Adwan et al., 2011). En nuestro caso, ambas herramientas experimentales
el shRNA vy el tratamiento con TA, pudieran ayudarnos a evaluar el papel de la
proteina tau en los efectos patoldgicos producidos por la AR en el bulbo olfatorio,
que es uno de los principales objetivos de esta tesis.

Un dato interesante sobre la fisiopatologia asociada a la proteina tau es la
propagacion de las marafias neurofibrilares (NFTs; por sus siglas en inglés) dentro
del cerebro en la EA, la cual se ha observado en varias zonas como en la corteza
transentorrinal, la corteza entorrinal, la formacién del hipocampo y en la isocorteza
(Braak et al., 2006; Braak y Braak, 1991). Ademas, en las primeras etapas de la
EA, la formacion de NFTs se encuentran en el nucleo olfatorio anterior (AON)
(Price et al., 1991) y BOP (Attems et al., 2005; Esiri y Wilcock, 1984; Kovacs et al.,
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1999; Ohm y Braak, 1987; Tsuboi et al., 2003). También, se ha descrito que la
corteza olfatoria principal (la corteza piriforme) muestra alteraciones
neuropatologicas asociadas a un deterioro olfativo en las primeras etapas de la EA
(Li et al., 2010). Con la progresién de la EA, aumenta la presencia de la proteina
tau en comparacion con la de la beta-amiloide en el BOP (Attems et al., 2005) v,
en un estudio de tejido cerebral procedente de pacientes con EA, se mostré que
en el BOP la cantidad de proteina tau es muy alta durante las primeras fases de la
EA (Reyes et al.,, 1993; Mundinano et al., 2011; Mann et al., 1988; Kovacs et al.,
2001).

2.5 El bulbo olfatorio principal (BOP)

El sistema olfatorio de la mayoria de los mamiferos consta de dos dérganos
sensoriales especializados: el epitelio olfatorio (OE, por sus siglas en inglés) y el
organo vomeronasal (VNO, por sus siglas en inglés) (Shepherd, 1972). Ademas de
la diferenciacion anatémica entre ambos (Shepherd, 1972), existe una
especializacion funcional que involucra al OE en la deteccion preferencial de los
olores volatiles y al VNO en la deteccion preferencial de las feromonas (Shepherd,
1972; Vargas-Barroso et al., 2016). La informacién proveniente del EO converge
en el BOP (Shepherd, 1972), mientras que el bulbo olfatorio accesorio (BOA)
procesa la informacion del VNO (Shepherd, 1972). El BOP, es una estructura
telencefalica bilateral encargada de procesar la informacion olfatoria producida por
moléculas pequefias (Buck, 1996), ademas de ser el primer relevo en el
procesamiento de la informacion olfatoria hacia las cortezas olfatorias (Shepherd,
1972). El circuito del BOP esta organizado en 7 capas (Shepherd, 1972;

Nieuwhenhuys et al., 2008), que se describen a continuacion:

1.- La capa mas superficial del BOP, denominada capa de los nervios
olfatorios, corresponde a los axones de las células neurosensoriales olfatorias en
su trayecto hacia sus glomérulos blanco (Shepherd et al., 2004; Nieuwhenhuys et
al., 2008).
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2.-La segunda capa, denominada glomerular, contiene condensaciones
esféricas especializadas llamadas glomérulos (alrededor de 2000), de donde
procede su nombre (Hudson et al., 1990). En los glomérulos, las terminales de las
fibras nerviosas olfatorias hacen sinapsis con las dendritas de las células mitrales
y empenachadas (Haberly, 1990; McTavish et al., 2012). Los glomérulos estan
conformados, ademas, por las neuronas periglomerulares que actuan como
interneuronas locales (Hudson et al., 1990; Shepherd et al., 2004; Nieuwhenhuys
et al., 2008).

3.- Después de la capa glomerular, aparece la capa plexiforme externa,
formada, principalmente, por prolongaciones dendriticas de las neuronas mitrales
y de las neuronas empenachadas, que se dirigen hacia los glomérulos, asi como
las dendritas eferentes que se dirigen hacia las neuronas granulares internas
(Shepherd et al., 2004; Nieuwhenhuys et al., 2008).

4.- La capa de neuronas mitrales es una lamina delgada con los somas de

estas neuronas de proyeccion (Shepherd et al., 2004; Nieuwhenhuys et al., 2008).

5.- Por debajo de la capa de las células mitrales se localiza la capa
plexiforme interna, formada por un plexo en el que participan las dendritas
ascendentes de las neuronas granulares profundas, los axones de las células
mitrales y empenachadas, asi como sus colaterales recurrentes, ademas de los
axones de fibras provenientes de diversas regiones corticales (Shepherd et al.,
2004; Nieuwhenhuys et al., 2008).

6.- La sexta capa del BOP corresponde a la capa granular, formada por
neuronas granulares densamente agrupadas que se separan, entre si, por haces
de fibras nerviosas y por interneuronas (Shepherd et al., 2004; Nieuwhenhuys et
al., 2008).
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7.- La ultima capa del BOP corresponde a una zona ocupada por los axones
de las neuronas de proyeccion (mitrales y empenachadas) y de las proyecciones
aferentes provenientes del locus coeruleus y de la corteza olfatoria (Hudson et al.,
1999; Nieuwhenhuys et al., 2008).

La capa granular del BOP juega un papel esencial en el procesamiento
bulbar de la informacion olfatoria, pues regula la integracion de la informacion
entrante y la informacion saliente de este circuito (Shepherd, 1972; Friedman y
Strowbridge; 2003; Nieuwhenhuys et al., 2008). La activacién de las células
granulares, por las neuronas mitrales y empenachadas, se produce por la
activacién de los receptores glutamatérgicos del tipo NMDA; lo que provoca la
liberacion de GABA hacia el espacio sinaptico (Friedman y Strowbridge, 2003;
Urban y Arevian, 2009). EI GABA proveniente de las células granulares, permite la
generacion de ventanas periodicas de sincronizacidon en las células mitrales
(McTavish et al., 2012). Las células granulares GABAérgicas, ademas, pueden
inhibir a las células mitrales adyacentes, lo que genera la llamada inhibicion lateral
(Friedman y Strrowbridge, 2003; Saghatelyan et al., 2003), misma que modula la
integracion de la informacion en esta estructura (Friedman y Strrowbridge, 2003;
Saghatelyan et al., 2003).

2.5.1 Propiedades electrofisiologicas del BOP y sus alteraciones en
condiciones patologicas

Las propiedades eléctricas de los elementos del circuito del BOP, asi como las
conexiones sinapticas que se establecen entre ellos, le permiten generar patrones
oscilatorios espontaneos en diferentes frecuencias (Shepherd, 1972; Kauer, 1988).
El BOP es capaz de generar oscilaciones con frecuencias tipo theta (4-12 Hz), tipo
beta (15-35 Hz) y tipo gamma (45-90 Hz) (Kay et al., 2010; Wesson et al., 2010a).
Estos patrones oscilatorios son considerados la base operacional del BOP, que le
permiten la representacion y el procesamiento de la informacion olfatoria
(Wachowiak y Shipley, 2006; Kay et al., 2010). El BOP establece relaciones

dinamicas con otras estructuras involucradas en el procesamiento olfativo, a
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través de la coherencia de sus actividades oscilatorias (Adrian, 1942; Wachowiak y
Shipley, 2006; Rojas-Libano y Kay, 2008, Kay y Beshel, 2010). De las oscilaciones
antes mencionadas, las frecuencias theta estan relacionadas con la recepcién del
estimulo sensorial, provisto por el ciclo respiratorio y el ingreso de las moléculas
volatiles a las narinas (Kay, 2005; Kay y Lazzara, 2010). Ademas, las oscilaciones
theta en el BOP se pueden generar durante tareas de memoria y discriminaciéon
olfativa, de manera tal que se encuentran correlacionadas con la actividad del
hipocampo (Kay, 2005; Kay y Lazzara 2010). Las oscilaciones tipo beta en el BOP
han sido registradas en tareas de aprendizaje y asociacion de olores, que
involucran actividad correlacionada con la corteza piriforme y la corteza entorrinal
(Fontanini y Bower, 2006). Por su parte, las frecuencias de tipo gamma en el BOP
estan involucradas en el procesamiento sensorial y perceptual de un olor (Kay y
Beshel, 2010; Friedman y Strowbridge, 2003).

Se tiene evidencia de que las células de proyeccidén (células mitrales y
empenachadas) y las células granulares, juegan un papel esencial en el
procesamiento de la informacion olfatoria (Friedman y Strowbridge, 2003; Urban y
Arevian, 2009); interactuando a través de las sinapsis dendrodendriticas, que a su
vez son un elemento importante para la generacién de los patrones oscilatorios del
BOP (Laaris et al., 2007; Urban y Arevian, 2009; McTavish et al., 2012). Las
sinapsis dendrodendriticas mantienen una comunicacién bidireccional que es
excitadora en un sentido e inhibidora en el otro (Saghatelyan et al., 2004), siendo
las sinapsis inhibitorias, las que participan mayoritariamente en la generacion y
sincronizacion de los patrones oscilatorios en la capa granular del BOP (Friedman
y Strrowbridge, 2003; Saghatelyan et al., 2004; Arevian et al., 2008).

La alteracion de los patrones oscilatorios en el BOP se asocia con la
disminucién de la capacidad olfatoria (Le Pichon et al., 2009; Martin et al., 2012).
Se ha descrito que la alteracion de los mecanismos sinapticos dendrodendriticos
repercute en alteraciones en la generacion de los patrones oscilatorios y, por
consecuencia, en la representacion, procesamiento y evocaciéon de la informacién
olfativa (Friendman y Strowbridge, 2003; Kay et al., 2008; Wachowiak y Shipley,
2006; Stakic et al., 2011).
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También, se ha demostrado que la alteracién en la generacion de los
patrones oscilatorios espontaneos del BOP repercute directamente en la
capacidad de procesar la informacion olfativa, ya que sin ellos simplemente no se
puede oler (Le Pichon et al., 2009; Martin et al., 2012). Por todo lo anterior, las
oscilaciones poblacionales son fundamentales para el desempefio del BOP ante la
estimulaciéon sensorial producida por un odorante, ademas de ser un buen
indicador de la integridad funcional de este circuito (Le Pichon et al., 2009; Martin
et al., 2012). Los oligdmeros solubles de la AB son capaces de alterar dichos
patrones oscilatorios espontaneos en el hipocampo y la corteza cerebral (Villete et
al., 2010; Balleza-Tapia et al., 2010; Adaya-Villanueva et al., 2010; Pefia-Ortega et
al., 2012). Asimismo, en trabajos realizados en nuestro laboratorio (Alvarado-
Martinez et al., 2013) se ha mostrado que la proteina AB soluble afecta el
procesamiento de la informacion olfativa al disminuir la capacidad de BOP para
generar su actividad oscilatoria. Esta disminucion pudiera ser la base patoldgica
detras de la hiposmia observada tanto en los pacientes con EA (Doty et al., 1987,
Morphy et al., 1990), asi como en los ratones con fenotipo EA (Wesson et al.,
2010b; Kawarabayashi et al., 2011; Coronas-Samano et al., 2011).

3. JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un problema de salud publica que se agrava
con el aumento en la expectativa de vida. La Alzheimer’s Disease International, en
su informe del afio 2010, reporté que la prevalencia de la demencia (entre ellas la
EA) en la poblacién mundial era de un 5% a 7% a nivel mundial y de 7.3% para
Latinoamérica. Esta cifra indica que 35.6 millones de personas alrededor del
mundo padecia demencia en el 2010. Con base en estos datos, y en los que
indican un incremento en la esperanza de vida, se estima que las enfermedades
neurodegenerativas asociadas con la edad, como la EA, representaran un
problema de salud publica importante.

Recientemente, se ha reportado que uno de los primeros sintomas de la EA
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es un deterioro olfatorio, que ha motivado el estudio de los mecanismos celulares
que lo subyacen. Si bien los mecanismos que desencadenan el inicio y el
desarrollo de la EA son desconocidos, hay evidencia de que los oligdmeros
solubles de la AR son los responsables del deterioro cognoscitivo en etapas
tempranas de la enfermedad y que este deterioro depende de la presencia de la
proteina tau. Por otro lado, se conoce que los oligdmeros de la A son capaces de
alterar la funcionalidad de las redes neuronales (p.e. las oscilaciones
hipocampales) que son necesarias para los procesos de memoria y aprendizaje.
Este mismo fenbmeno se observa en el BOP (Alvarado-Martinez et al., 2013;
Wesson et al., 2010b). Sin embargo, el mecanismo molecular a través del cual la
proteina AR puede alterar la funcionalidad de la red neuronal del BOP no esta bien
descrito aun.

Existen evidencias de que la via de senalizacion GSK3-tau (Fig. 3) esta
involucrada en el deterioro de la funcionalidad de otros circuitos neuronales y, por
lo tanto, también pudiera ser este el caso en el BOP. Por ello, en este trabajo nos
proponemos determinar de qué manera la proteina AB altera la funcionalidad del
BOP vy si la via de sefializacién intracelular involucrada en este efecto incluye a la

enzima GSK3 y a la proteina tau.

Senalizacion Beta amiloide-GSK3-Tau

Tau

APP — (Ap), — GSK3 _— I

Tau-P*

|

Neurotxicidad

Figura 3. Senalizacién activada por la Beta amiloide. Esquema representativo
de la participacion de la enzima GSK3 y la proteina tau en el deterioro neuronal
inducido por la la proteina Beta amiloide (AR, modificado de Kremer et al., 2011).
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4. HIPOTESIS

Si la cinasa GSK3 vy la proteina tau participan en el efecto deletéreo de la proteina
B amiloide sobre la actividad espontanea del BOP; entonces, la inhibicién de la
GSKa3 y/o la disminucién de la proteina tau evitaran el decremento de la actividad

espontanea del BOP producido por la proteina 3 amiloide.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de la proteina B amiloide sobre la actividad espontanea del
circuito neuronal del BOP asi como la participacion de la via de senalizacion que

involucra a la cinasa GSK3 y a la proteina tau en este efecto.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar, a través de experimentos farmacolégicos, la participacioén de
la GSK3 en el deterioro de la actividad espontanea del BOP por la

aplicacion de la AB.

2. Determinar, a través de experimentos farmacolégicos y de regulacién de
la expresion génica, la participacidon de la proteina tau en el deterioro de

la actividad espontanea del BOP por la aplicacion de la AB.

6. SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

Para evaluar el efecto de la proteina AR sobre la actividad de la capa granular del
BOP se emplearon ratones macho de la cepa CD-1 de 8 semanas de edad, que se
obtuvieron del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Los animales se
mantuvieron en un ciclo luz/oscuridad de 12 horas, con alimentacion ad libitum.
Todas las manipulaciones experimentales se llevaron a cabo, siguiendo las

regulaciones del Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia.
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6.1 Oligomerizacion de la AB

Con base a los resultados previos de nuestro laboratorio (Balleza-Tapia et al.,
2010; Adaya-Villanueva et al., 2010), se ha determinado que la herramienta
farmacolégica de mayor potencia para evaluar los efectos de la AB sobre la
actividad de los circuitos neuronales son los oligomeros solubles. Por ello, la
oligomerizacion de la AR se realizd siguiendo el protocolo de Lambert et al.,
(1998). De manera general, la AB1-42 sintético se incubo con 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-
2-propanol (HFIP) a una concentracion final de la proteina de 1 mM, por 60 min, a
temperatura ambiente. La solucion fue posteriormente evaporada para remover
todo el HFIP durante un periodo de 18 hrs. Posteriormente, la proteina se
resuspendié a una concentracion 5 mM en DMSO al 100% para después diluirlo
en medio F12 (con rojo fenol) a una concentracion final de 100 uM. Esta solucién
se incubd por 24 hrs a 4-5 °C y se centrifugo, en frio (4°C), a 14, 000 x g durante
10 min. El sobrenadante se depositd en alicuotas y se usé directamente en los

experimentos.

6.2 Obtencion de rebanadas de BOP

Para la obtencion de las rebanadas de BOP, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sddico via intraperitoneal (40 mg/kg). Posteriormente, los animales
fueron perfundidos transcardialmente con una solucién “protectora” que contiene
(en mM): 250 sacarosa, 3 KCI, 36 NaHCO3, KH2PO4, 10 glucosa, 0.7 CaCl2 y 2
MgSOas. Esta solucién se mantuvo fria (4°C) y burbujeada con gas carbégeno
(95% O2 y 5% CO2) durante su uso. Al finalizar la perfusion, los ratones fueron
sacrificados por decapitacién y el cerebro se les extrajo y se diseco en frio. Los
hemisferios fueron pegados a un bloque de agar con una inclinacién de 30° y, con
ayuda de un vibratomo, se obtuvieron rebanadas parasagitales de un grosor de
400 uym. Las rebanadas de BOP se depositaron en una camara con liquido
cefalorraquideo artificial (LCRA) para su recuperacion a temperatura ambiente,
durante una hora. ElI LCRA contiene (en mM): 119 NaCl, 30 glucosa, 25 NaHCOs3,
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3 KCI, 1 MgClz2 y 1.5 CaClz. El pH (7.4) y la oxigenacion se mantuvo constante por

gaseo con carbdgeno.

6.3 Registro electrofisiolégico de campo en la capa granular del BOP
in vitro

Para el registro electrofisiolégico de campo, las rebanadas fueron transferidas a
una camara de registro perfundida con LCRA, con oxigenacion constante con
carbogeno y mantenidas a 30-32 °C. Los registros electrofisiolégicos se obtuvieron
con electrodos de vidrio de borosilicato estirados por calentamiento con una
resistencia de 0.5-1 MQ rellenos de LCRA. Los electrodos fueron colocados sobre
la rebanada en la capa granular con ayuda de un microscopio estereoscépico y un
micromanipulador. Se registro por 20 minutos la condicion control de la actividad
espontanea poblacional, para posteriormente aplicar a la solucion de perfusion
distintos farmacos, cuyo efecto fue evaluado por 60 min (farmacos aplicados:
Cloruro de Litio, 5 mM [Inhibidor no selectivo de la enzima GSK3 (Paula et al.,
2009)]; SB216736, 10 nM [Inhibidor selectivo de la enzima GSK3 (Facci et al.,
2003)]. A un grupo de animales se les administré acido tolfenamico (50mg/Kg,
tratamiento crénico por 21 dias) por via oral o intraperitoneal, con la finalidad de
disminuir la expresion de la proteina tau (Adwan et al., 2014). Otro grupo de
animales fueron inyectados intrabulbalmente de forma bilateral con un ARN de
interferencia de orquilla corta (shARN, 1uL) contra el transcrito de tau con la
finalidad de disminuir la expresidon de la proteina tau. De estos animales, también
se obtuvieron rebanadas de BOP y se les registr6 exactamente de la misma
manera descrita para los otros grupos experimentales. En todos los casos, se
aplicé la proteina AB soluble (30 nM), al bano de registro, y se evaluo su efecto por
60 min. Finalmente, se aplicd lidocaina 1 mM durante 10 min, con la finalidad
eliminar la actividad neuronal y evaluar la viabilidad de la rebanada. La senfal
electrofisiologica obtenida del registro fue amplificada, filtrada (1.5-1500 Hz),
digitalizada (a 3 kHz) y almacenada en una computadora para su posterior

analisis.
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TRATAMIENTO

Registro de
campo Control (CTL) in vitro
Beta Amiloide (AB, 30 nM) in vitro
Cloruro de Litio (LiCl, 5 mM) |in vitro

SB216763 (10 nM) in vitro
Acido tolfenamico (TA,

50mg/Kq) in vivo
ARN de Interferencia

(shARN, 1uL) in vivo

Tabla 1. Resumen de los tratamientos. Se muestran los tratamientos in vitro
(CTL, AB, LiCl y SB216763) e in vivo (TA'y shARN) los cuales fueron aplicados
antes (in vivo) o durante (in vitro) la obtencién de los registros de campo de la
actividad espontanea de la capa granular del bulbo olfatorio principal.

6.4 Pruebas Conductuales

Se realizaron dos pruebas conductuales de olfaccion con la finalidad de observar
cambios en la sensibilidad olfatoria de los animales tratados con acido
tolfenamico. La prueba de HABITUACION-DESHABITUACION (Yang y Crawley,
2009), la cual consiste en habituar durante 5 min a los ratones a una caja de
ensayo limpia. Posteriormente, se realizé la prueba donde se colocaron 10 uL de
odorante en un papel filtro sobre la caja de la prueba. Tres estimulos (dos
conteniendo olor) fueron utilizados en esta prueba: agua destilada, vinagre, y
menta. El orden de presentacion de los estimulos fue: agua, agua, vinagre,
vinagre, vinagre, menta, menta, menta (donde el orden de los bloques de olor
cambio aleatoriamente). Cada olor se presenté durante 2 min y se cuantifico el
tiempo que el animal pasé olfateando cada olor. La habituacién ocurri6 si el tiempo
que el ratén huele el aroma disminuy6 con exposiciones repetidas al mismo olor.
La discriminacion ocurrio si el raton olfateaba la primera presentacién de vinagre o
menta mas tiempo de lo que habia olido la ultima presentacion del olor anterior
(Wesson et al., 2010; Yang y Crawley, 2009).

La segunda prueba realizada fue la prueba de evitacion olfatoria. Para ello,
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se utilizé 2,4,5-trimethylthiazol (TMT), un odorante volatil presente en las heces del
zorro que produce una conducta innata de evitacion en los roedores (Kim et al.,
2011; Lazarini et al., 2014). La caja de prueba se dividié en tercios imaginarios y
se cuantificd, fuera de linea, el tiempo que el animal estuvo en cada tercio y se

calculd el indice de desempefio, como sigue:
P—33
0.33

Indice de desempefio =

Donde P es el porcentaje de tiempo en el compartimento con TMT menos 33 (que
corresponde al porcentaje de tiempo invertido en cada uno de los compartimentos
en condiciones control) dividido entre 0.33 que equivalente al tercio
correspondiente al TMT.

La prueba se realizé en 4 fases. En la primera, se colocd al ratéon en una
caja con las mismas dimensiones de la caja de la prueba (47x25.5x21 cm) sin
aserrin durante 10 minutos, con el propésito de que se familiarizara al cuarto de la
prueba y a la caja. La segunda fase consistié en colocar al animal en la caja de
prueba con fines de habituacion. En la tercera fase, se colocaron 2 papeles filtro
(2x2 cm) en los dos compartimentos externos de la caja con 5 pyl de agua
destilada, esta fase duré 3 minutos. Se dio un intervalo de 5 minutos y se procedi6
con la cuarta fase de la prueba, en la que se colocaron 2 papeles filtro, 1 con agua
destilada y el otro con 2,4,5-Trimethylthiazol (TMT) al 10% diluido en agua
destilada (Kim et al., 2011; Lazarini et al., 2014).

6.5 Disminucion de la expresion de la proteina tau con un ARN
interferente

Para disminuir la expresion de la proteina tau en el BOP, éste se infecté con un
vector lentiviral que contiene un shRNA para disminuir la expresion de la proteina
tau (Tetsuya et al., 2014). El lentivirus fue inyectado bilateralmente en la capa

granular del BOP en ratones de 5 semanas. Después de 3 semanas de infeccion,
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se obtuvieron rebanadas de BOP y se registré su actividad espontanea, en la capa
granular, en condiciones control y durante la aplicacién de Ap.

Para las inyecciones del lentivirus se utilizé una cirugia estereotaxica. Para
ello, los ratones adultos fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de
xilacina (10mg/Kg); seguida de ketamina (80 mg/Kg; Imalgene; Merial). Se realizé
una pequeia craneotomia en el sitio de la inyeccion con las siguientes
coordenadas: 4.25 mm (anteroposterior) y 1.25 mm (mediolateral, ML) (Paxinos,
2004). La inyeccion del lentivirus se realizdé a través de una micropipeta que se
colocé en la capa granular del bulbo olfatorio, una profundidad dorsoventral de -2
mm, para la administracién de 1l de solucion de lentivirus, por medio de un

sistema de inyeccion por presion de aire.

6.6 RT-gPCR
6.6.1 Purificacion del ARN

La purificacion del ARN total del bulbo olfatorio se realizé de con el kit SV Total
ARN Isolation System (Promega). El tejido se transfiri6 del amortiguador
estabilizador ARN Later (Ambion) a un microtubo de 1.5 mL el cual contenia 175
ML de solucion de lisis (RLA, Tiocianato de guanidina en Tris pH 7.5 + 1 mL de B-
mercaptoetanol). Este tejido se homogeniz6 y se agregaron 350 uL de
amortiguador de dilucién (RDA) a la muestra, se mezclé por inversion y se
centrifugé a 12 000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo y se le anadieron 200 pL de etanol al 100 % y se mezclo
por inversion. La mezcla se colocd en una minicolumna de silica (cromatografia
liquida) contenida en un tubo de recoleccién y fue centrifugada a 12 000 rpm
durante 60 segundos. EI ARN contenido en la columna se recuperé con 600uL de
soluciéon de lavado (RWA, Acetato de potasio + Tris-HCI pH 7.5) y por
centrifugacion a 12 000 rpm por 60 segundos. Se descartdé el eluido y se
agregaron 50 pL de una mezcla de incubacion con DNAsa | (amortiguador amarillo
(Tris pH 7.5, NaClz, colorante amarillo), MnCl2 0.09 M y DNAsa [). Después se

inactivd la reacciéon agregando 200 uL de solucién de bloqueo de DNAsa (DSA,
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Tiocianato de guanidina en Tris-HCI pH 7.5) y se centrifugé a 12 000 rpm por 60
segundos. Se realizaron dos lavados con solucion de lavado (RWA), afadiendo
600 en el primero y 200 pL en el segundo. La minicolumna fue centrifugada a 12
000 rpm durante 60 segundos y en una segunda ocasion dos minutos. En seguida,
la minicolumna se transfirié a un tubo nuevo, se le adicionaron 20 uL de agua con
inhibidor de ribonucleasas y se incubo durante un minuto. Finalmente, la
minicolumna fue centrifugada a 12, 000 rpm durante 2 minutos. La integridad del

ARN total se analizé mediante la electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

6.6.2 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

La concentracion y la pureza del ARN total se determinaron con un
espectrofotometro NanoDrop Thermo Scientific. EIl ADNc se sintetizd a partir de 1
Hg de ARN total. En un microtubo de 200 pL se agregaron 1 ug de ARN total, 8 pL
de amortiguador FS (first strand, 5x), 1 yL de oligonucleétido antisentido 5 uM
(oligo dT), 1yl de random primers, 1 yL de dNTPs 100mM y agua libre de
ribonucleasas c.b.p. 39 uL. La mezcla se homogenizé e incubd a 42 °C durante
dos minutos. Luego, se anadié 1 pL de la enzima M-MLV (Promega) y se incubd

nuevamente a 42°C por 50 minutos.

Gen Simbolo Secuencia No. Acceso | Tamaifio
Genbank del
Amplicén
Superdxido dismutasa 2, SOD2 Sentido NM_017051. | 76pb
mitocondrial (57) tggacaaacctgagccctaa (37) 2
Antisentido
(57) gacccaaagtcacgcttgata (3")
Tyrosina 3- Ywhaz Sentido BC094305 136 pb
monooxygenasal/tryptophan, (57) ttgagcagaagacggaaggt (3°)
5-monooxygenasa proteina
de activacion, zeta Antisentido
(-)gaagcattggggatcaagaa (3°)
Tau Tau Sentido NM_001038 | 205 pb
(5") ggaggagggaataagaagattgt (3") | 609.2
Antisentido
(57) gacacttcatcggctagtgt (37)

Tabla 2. Oligonucleétidos usados en el gPCR.
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6.6.3 PCR cuantitativa ( QPCR)

La amplificacion y cuantificacion del ADNc de los transcritos de Tau, SOD2 y
Ywhaz se llevo a cabo con el kit LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |
(Roche). Brevemente, en cada capilar se afadieron 4 pL de H20 libre de
ribonucleasas, 1 pL de MgCl2 25 mM, 1 yL de la mezcla de oligonucleotidos
sentido y antisentido del gen de interés (5 uM), 1 uL del LightCycler® Fast-Start
Reaction Mix SYBR Green | (10x) y 3 pL de la dilucion 1:5 del ADNc de cada
sujeto experimental. Cada una de las reacciones se llevé a cabo por duplicado.
Los genes constitutivos utilizados como control endégeno fueron la SOD2 y Ywhaz
debido a que ambos presentan una secuencia genética altamente conservada
entre especies, a que su expresion es necesaria para la supervivencia de las
células (Zelko et al., 2002; Nishimura et al., 2013; Joo et al., 2015) y a que sus
niveles de expresion se mantienen constantes en tejido neuronal en ratas
(Bonefeld et al., 2008). La cuantificacion del ARN mensajero se llevo a cabo en un
termociclador siguiendo el protocolo experimental LightCycler® 1.5 System que
consta de cuatro fases. Durante la primera fase, la temperatura del equipo se
ajusté a 94 °C para realizar una desnaturalizacién inicial, en la cual se activa la
enzima polimerasa que viene incluida en la mezcla de reaccion del LightCycler®
Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I. En la segunda fase se llevd a cabo la
amplificacion del producto de PCR mediante una serie de ciclos repetidos (40
ciclos) de desnaturalizacion a 94 °C. Para el alineamiento de los oligonucleétidos
especificos para cada gen se utilizaron 60 °C y para la elongacion se utilizaron 72
°C. La tercera fase consiste en realizar una curva de desnaturalizacion (melting)
del producto de PCR. En esta fase, la temperatura del equipo se elevd
gradualmente lo suficiente para desnaturalizar el producto de PCR especifico (en
funcién de la longitud de la composicion de bases del amplicon). Esta curva nos
permitié identificar la presencia de un producto unico de PCR o de productos
inespecificos. Finalmente, en la cuarta fase, la temperatura disminuyé hasta 40 °C

para enfriar el equipo.
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6.7 Analisis de datos
6.7.1 Registros de campo

Para analizar los registros poblacionales, utilizamos un analisis de potencia
espectral mediante la Transformada Rapida de Fourier (TRF) (James et al., 1999),
con la ayuda del programa pClamp 9.3. Se aplicé la TRF a lo largo de los 150 min
del registro con 3 ventanas de 10 segundos cada 10 minutos, para cada rebanada
de BOP registrada. El espectro de potencia de cada grupo fue promediado vy
graficado para cada condicion experimental. Se normalizaron los datos con
respecto a la potencia control, que se consideré como 100%. De igual manera, se
realizaron espectrogramas para cada una de las condiciones experimentales,
tomando los ultimos 5 min de registro en cada condicion para su analisis. Para ello
se utilizé el programa EEGLAB v13.5.4b en MATLAB, con la finalidad de mostrar
el cambio en las distintas bandas de frecuencia de los registros. Se obtuvieron dos
tipos de espectrogramas, el primero en una escala normal y el segundo en escala
logaritmica esto se llevo acabo con el objetivo de observar la magnitud del cambio

en la potenia de los registros de campo.

6.7.2 Analisis del nivel del ARN mensajero mediante el método 2-*Act

La evaluacion del nivel del ARN mensajero del gene de interés mediante la PCR
cuantitativa en tiempo real se llevé a cabo por el método de cuantificacion relativa
descrito por Livak y Schmittgen (2001). Para ello se calcula el nivel de expresion
como: cambio en el nivel= 2#2Ct, donde AACT = [CTgen interés - CT gen
constitutivo (HK, por sus siglas en inglés)] muestra interés - (CT gen interés - CT
HK) control (Livak y Schmittgen, 2001). Ahora bien, para cuantificar la magnitud
del nivel del ARN mensajero del gen de Tau mediante el método de 2-Ct,
realizamos una curva de calibracién para cada gen utilizando diluciones seriadas
de una mezcla de ADNc del bulbo olfatorio de los ratones control. Con las curvas
de calibracion se calcul6 la eficiencia de la reaccion para cada gen. Las eficiencias
de la reaccion calculadas para los genes caseros y para el gen de interés fueron

de 2. Finalmente, el valor promedio del CT obtenido de las reacciones por
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duplicado de cada muestra de los individuos de cada grupo fue sustituido en la

ecuacion de 2-*4Ct para determinar el nivel del ARN mensajero de cada gen.

6.7.3 Analisis estadistico

Se utilizaron los programas Prisma y Sigma Plot, para la elaboracion de las
graficas y para la aplicacibn de las pruebas estadisticas descriptivas e
inferenciales. Se utilizd como prueba estadistica el anadlisis de la varianza
(ANOVA) de una via, de medidas repetidas, para la prueba de habituacion-
deshabituacién (Fig 10). La prueba estadistica Kruskal-Wallis se utilizé para lo
resultados del qPCR vy se utilizé la prueba de Friedman para la cuantificacion de
los cambios en la potencia de la actividad de campo (Fig 4-9). Al encontrar una
diferencia significativa, se procedié a realizar las correspondientes pruebas post
hoc de comparaciones multiples de Tukey o Dunn, segun fuera el caso. Para el
analisis entre dos grupos experimetales distintos se utilizaron pruebas t de student
para la prueba de deshabituacion (Fig 10) y Wilcoxon para el resto de los
resultados (Fig 4-9). Se consider6 como una diferencia significativa aquella con un
valor de p<0.05. En todos los casos se muestra la media = error estandar del

porcentaje cambio de la potencia del registro de campo con respecto del control.
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7. RESULTADOS

7.1 LA CAPA GRANULAR DEL BOP GENERA ACTIVIDAD ESPONTANEA QUE
SE MANTIENE ESTABLE A LO LARGO DEL TIEMPO (90 MINUTOS)
Con la finalidad de caracterizar la estabilidad de la actividad espontanea en las
rebanadas del bulbo olfatorio, se evalué la actividad oscilatoria espontanea de la
capa granular, por 90 minutos continuos, (n = 6 rebanadas de BOP obtenidas en
ratones de 8 semanas de edad). Con fines de comparacion, se tomaron 3
muestras del registro en ventanas de 1 min, cada 10 min, a lo largo del
experimento. De esta manera, la actividad eléctrica espontanea del BOP, no
presentd cambios apreciables a lo largo del tiempo de registro, como lo muestran
los trazos representativos y el espectro de potencia de dichos trazos (Fig 4A-C).
Los componentes de frecuencia de esta actividad, que presenta su mayor potencia
en un rango entre 4-12 Hz, se mantienen a lo largo de este tiempo (Fig. 4C). La
potencia de la actividad correspondiente a los 80 min de registro continuo fue de
131.40 £ 29.85 % del control, lo que no es significativamente distinto a la potencia
presentada a los 20 min del registro control, indicando que la actividad de la
rebanada es estable a lo largo del tiempo (Fig. 4D, tabla 3). Posteriormente se
aplicé lidocaina (1 uM), este tratamiento redujo significativamente la actividad
espontanea a un 49.27 + 17.93 % del control (Fig. 4C y D, ver tabla 2, *p < 0.05,

Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn).
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Fig 4. LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP SE
MANTIENE ESTABLE A TRAVES DEL TIEMPO DE REGISTRO. A) Trazos
representativos de la actividad espontanea de la capa granular del BOP en
condicion control 20 min (trazo negro), a los 80 min (trazo azul) y durante la
aplicacién de Lidocaina (trazo gris). B) Espectros de potencia de los registros
correspondientes a los 20 (negro) y 80 (azul) min en condiciones control y
posterior a la aplicacion de lidocaina (gris). C) Espectrogramas de la actividad
espontanea de la capa granular del BOP en condicion control (CTL) a los 20 y 80
minutos de registro en las mismas condiciones. Se muestran también los
espectrogramas de la actividad posterior a la aplicacion de lidocaina (LIDO) La
potencia de los espectrogramas superiores se muestra en escala normal, mientras
que en los inferiores se muestra en escala logaritmica, en ambos casos la escala
de color indica mayor potencia en colores céalidos y menor potencia en colores
frios. D) Porcentaje de cambio de la potencia de 1 a 60 Hz. Se puede observar
que no hay cambio en la actividad espontanea durante 80 minutos de registro
continuo en condiciones control. También se observa la disminucidon de la potencia
provocada después de la aplicacion de lidocaina 1 pM, lo que confirma la
viabilidad de las rebanadas utilizadas. (*) denota una diferencia significativa con
respecto del control (p < 0.05, Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn).

46



7.2 EFECTO DE LA APLICACION DE LA PROTEINA AB SOBRE LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP.

Para evaluar el efecto de la proteina A sobre la actividad del circuito de la capa
granular del BOP, se aplicd esta proteina a una concentracion de 30 nM en el
bafo de registro a 5 rebanadas de BOP de ratones de 8 semanas de edad. La
aplicaciéon de la AP induce una disminucion en la potencia de la actividad
espontanea de la capa granular del BOP, misma que se reflela como una
disminucion proporcional en una banda de frecuencia de entre los 3-12 Hz (Fig.
5B-C). Este decremento generalizado en la potencia de la actividad espontanea de
la capa granular del BOP reduce a 50.62 + 8.51 % respecto del control (Fig. 5D,

tabla 3, *p < 0.0008, prueba deFriedman, post hoc comparacion multiple de Dunn).
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Fig 5. LA AR DISMINUYE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA
GRANULAR DEL BOP. A) Trazos representativos de la actividad espontanea de
la capa granular del BOP en condicién control (trazo en negro), en presencia de la
AB (trazo en rojo) y durante la aplicacién de lidocaina (trazo en gris). B) Espectros
de potencia correspondientes a las condiciones experimentales representadas en
A. C) Espectrogramas de la actividad espontanea de la capa granular del BOP en
condicioén control (CTL) y en presencia de AB. La potencia de los espectrogramas
superiores se muestra en escala normal, mientras que en los inferiores se muestra
en escala logaritmica D) Porcentaje de cambio de la potencia de 1 a 60 Hz. Se
puede observar la disminucion de la actividad espontanea de la capa granular en
el BOP después de 60 min de la aplicaciéon de la AR (30 nM, barra roja), asi como
después de la subsecuente aplicacion de Lidocaina (1 puM, barra gris). La linea
punteada denota los niveles de potencia control. (*) denota una diferencia
significativa con respecto al control (*p < 0.0008, prueba de Friedman, post hoc
comparacion multiple de Dunn).
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7.3 EFECTO DEL CLORURO DEL LITIO (LiCl, INHIBIDOR INESREC/FICO DE LA
GSK3) SOBRE EL DANO INDUCIDO POR LA PROTEINA AB EN LA
ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP

Para identificar la participacion de la enzima GSK3 en el deterioro inducido por la
proteina AB en el circuito del BOP, se aplicé LiCl (5 mM) en el bafio de registro de
campo, después de 20 min de registro de la actividad espontanea control, en 6
rebanadas de ratones de 8 semanas de edad. Los resultados muestran que la
actividad eléctrica espontanea del BOP después de la aplicacion de LiCl (60 min)
no se modifica, presentando un promedio de 95.98 + 21.95 % en comparacion del
control (Fig 6A-C, tabla 2, p > 0.05, test de Friedman, post hoc comparacion
multiple de Dunn). Estos resultados muestran que la potencia de la actividad
espontanea durante las condiciones control y la aplicaciéon de LiCl no cambia
significativamente dentro de una banda de frecuencia entre 4-20 Hz (Fig 6B).
Asimismo, la Fig 6B y C muestran que la aplicaciéon de la AB (30 nM) en presencia
de LiCl, no modifica significativamente la actividad del BOP con respecto al control

(tabla 2, p>0.05, prueba de Friedman, post hoc comparacién multiple de Dunn).
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Fig 6. EFECTO DE LA APLICACION AGUDA DE CLORURO DE LITIO (LiCl,
INHIBIDOR NO SELECTIVO DE LA GSK3) SOBRE EL DANO INDUCIDO POR
AB EN LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP. A)
Trazos representativos de la actividad espontanea de la capa granular del BOP en
condicién control (trazo negro), durante la aplicacion de LiCl (trazo amarillo) y en
presencia de LiCl + AB (trazo rojo). B) Espectrogramas de la actividad espontanea
de la capa granular del BOP en condicién control (CTL), durante la aplicacién de
LiCl y en presencia de LiCl + AB. La potencia de los espectrogramas superiores se
muestra en escala normal, mientras que en los inferiores se muestra en escala
logaritmica. C) Porcentaje de cambio de la potencia de 1 a 60 Hz. Se puede
observar la actividad espontanea de la capa granular en el BOP durante la
aplicacion de LiCl (5 mM, barra amarilla) después de 60 min. Posteriormente en
presencia de LiCl se adicioné la aplicacién de la AB (30 nM, barra roja) después de
60 min de registro. La linea punteada denota los niveles de potencia control. n=6
(p > 0.05, prueba de Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn).
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7.4 EFECTO DE LA APLICACION DEL SB216763, (INHIBIDOR SELECTIVO DE
LA GSK3) SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR
DEL BOP EN PRESENCIA DE LA PROTEINA AB

Con la finalidad de corroborar la especificidad el efecto protector de la inhibicién
de la enzima GSK3 ante el dafo inducido al circuito del BOP por la AB, utilizamos
un inhibidor selectivo para esta enzima, el SB216763 (10 nM, 60 min), en 6
rebanadas de ratones de 8 semanas de edad. Con la aplicacién del inhibidor
especifico de la GSK3, la potencia de la actividad espontanea de la capa granular
del BOP en una banda de frecuencia entre 4-12 Hz, no se modificd
significativamente (Fig 7A-C) del registro control (ver tabla 2, p>0.5, prueba de
Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn). Posteriormente, con la adicion
de la AB (30 nM), en presencia de SB216763, se observd un aumento de la
potencia de la actividad espontanea del BOP, la cual no es significativamente
distinta a la potencia de la actividad espontanea del control (Fig 7C,tabla 2, p >
0.5, prueba de Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn). Lo anterior,
corrobora la participacién de la enzima GSK3 en la disminucion de la potencia de

la actividad espontanea del BOP producido por la A (Fig 5A-D).
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Fig 7. EFECTO DE LA APLICACION DE SB216763 (INHIBIDOR SELECTIVO DE
GSK3) SOBRE EL DANO INDUCIDOPOR LA AB EN LA ACTIVIDAD
ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP. A) Trazos representativos
de la actividad espontanea de la capa granular del BOP en condiciéon control (trazo
negro), durante la aplicacion de SB216763 (trazo azul) y en presencia SB216763
+ AB (trazo rojo). B) Espectrogramas de la actividad espontanea de la capa
granular del BOP en condicion control (CTL), durante la aplicacién de SB236763 y
en presencia de SB216763 + AB. La potencia de los espectrogramas superiores se
muestra en escala normal, mientras que en los inferiores se muestra en escala
logaritmica. C) Porcentaje de cambio de la potencia de 1 a 60 Hz. Se puede
observar que no se presenta cambio en la actividad espontanea de la capa
granular en el BOP durante la aplicacion de SB216763 (5 mM, barra azul) después
de 60 min. Posteriormente, la aplicacion de la AB (30 nM, barra roja) en presencia
de SB216763, después de 60 min mas de registro. La linea punteada denota los
niveles de potencia control. n = 6 (p > 0.5, prueba de Friedman, post hoc
comparacion multiple de Dunn).
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7.5 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ACIDO TOLFENAMICO SOBRE LA
ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP EN
PRESENCIA DE LA PROTEINA AB

Con la finalidad de identificar la participacion de la proteina tau en el dafio inducido
al circuito del BOP por la AB, utilizamos acido tolfenamico (TA) 50 mg/Kg via i.p. y
oral, al no existir diferencias significativas en la potencia de la actividad
espontanea de campo entre las dos vias de administracion del TA (dato no
mostrado), se combinaron los datos como un solo grupo (n = 12 de ratones de 8
semanas de edad). Este farmaco induce la degradaciéon de la proteina SP1
(Abdelrahim et al., 2006), lo que a su vez disminuye la expresién de la proteina tau
(Heicklen-Klein et al., 2000). La aplicacion de la AB (30 nM) en rebanadas
obtenidas de animales tratados con TA no produce ningun cambio significativo con
respecto del control, en un rango de frecuencia entre 4-35 Hz de la potencia en la
actividad espontanea del BOP (Fig 8A-C, tabla 2 p > 0.5, (p > 0.5, prueba de
Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn). Sin embago, al cuantificar la
expresion del ARNm de tau podemos apreciar que no existe diferencia significativa
en los niveles de expresion en el ARNm por el tratamiento con TA con respecto al
grupo control (Fig 8, p > 0.5, prueba de Kruskal-Wallis, post hoc compracion
multiple de Dunn). Lo anterior indica que el tratamiento con TA presenta un efecto
protector contra el deterioro de la potencia de la actividad espontanea del BOP
inducida por la AB (Fig 5A-D), sin embargo, este efecto no depende de cambios en

la expresidon del ARNm de la proteina tau en el BOP.
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Fig 8. EFECTO DE LA APLICACION DE ACIDO TOLFENAMICO SOBRE EL
DANO INDUCIDO POR LA AB EN LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA
GRANULAR DEL BOP. A) Trazos representativos de la actividad espontanea de
la capa granular del BOP en condiciones control (trazo negro) y después de la
aplicacion de la AB (trazo morado). B) Espectrogramas de la actividad espontanea
de la capa granular del BOP en condicion control (TA) y en presencia de AB. La
potencia de los espectrogramas superiores se muestra en escala normal, mientras
que en los inferiores se muestra en escala logaritmica. C) (lzquierda) Porcentaje
de cambio de la potencia de 1 a 60 Hz, (n = 12, (p > 0.5, prueba de Friedman, post
hoc comparacion multiple de Dunn). (Derecha) Porcentaje de cambio en la
expresion génica del ARNm de la proteina tau. (p > 0.05, prueba de Kruskal-
Wallis, post hoc comparaciéon multiple de Dunn).
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7.6 EFECTO DE LA INYECCION INTRABULBAR DE UN shARN PARA EL

TRANSCRITO DE LA PROTEINA TAU SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA

DE LA CAPA GRANULAR DEL BOP EN PRESENCIA DE LA PROTEINA AB
Con la finalidad de identificar la participacion de la proteina tau en el dafio inducido
al circuito del BOP por la AB, se inyectd en el bulbo olfatorio un shARN contra el
transcrito de tau. Se puede apreciar que la aplicacion de la AR (30 nM) en
rebanadas obtenidas de animales inyectados con shARN de tau induce un
decremento significativo en la potencia de la actividad espontanea del BOP de
49.15 £ 8.54 % respecto del control en el rango de frecuencias 5-35 Hz, (Fig 9A-C,
p < 0.0001, prueba de Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn, tabla 3).
Cuando realizamos la cuantificacion de los niveles de expresion del ARNm de tau,
el resultado muestra una reduccion significativa a un 37.16 + 0.97 con respecto del
control (Fig 9C, p < 0.0001, prueba de Kruskal-Wallis, post hoc comparacion
multiple de Dunn). Este hecho indica que la inyeccién del shARN de tau reduce
significativamente la cantidad de ARNm de tau, lo cual podria parte del efecto
deletéreo de la actividad espontanea del BOP en presencia de la AR (comparar
con Fig 5A-D). Sin embargo, cabe sefialar que el procedimiento de perfusion
realizado en el grupo control para el analisis de qPCR, también redujé
significativamente los niveles de expresidon de ARNm de la proteina tau, (Fig 9D, p
< 0.0001, prueba de Kruskal-Wallis, post hoc comparacion multiple de Dunn), lo
que deja abierta la posibilidad de la participacion de esta proteina en el efecto

deletéreo inducido por la AR en el BOP.
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Fig 9 EFECTO DE LA INYECCION INTRABULBAR DEL shARN CONTRA EL
TRANSCRITO DE TAU SOBRE LA ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LA CAPA
GRANULAR DEL BOP EN PRESENCIA DE LA PROTEINA AB. A) Trazos
representativos de la actividad espontanea de la capa granular del BOP en
condiciones control (shARN, trazo negro) y después de la aplicacion de la AB
(trazo verde). B) Espectrogramas de la actividad espontanea de la capa granular
del BOP en condicién control (shARN) y en presencia de AB. La potencia de los
espectrogramas superiores se muestra en escala normal, mientras que en los
inferiores se muestra en escala logaritmica. C) (Izquierda) Porcentaje de cambio
de la potencia de 1 a 60 Hz (n = 6, *p < 0.0001, prueba Friedman, post hoc
comparacion multiple de Dunn). (Derecha) Porcentaje de cambio en la expresion
génica del ARNm a través de la inyeccion de un shARNm de la proteina tau (p <
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0.05, prueba de Kruskal-Wallis, post hoc comparacion multiple de Dunn). D)
Porcentaje de cambio en la expresion génica del ARNm de la proteina tau
provocada por la perfusion del animal antes de la obtencion de la rebanada (*p <
0.0001, prueba de Kruskal-Wallis, post hoc comparacion multiple de Dunn).

Grupo 60 min 120 min
Control 131.40 £ 29.85 | ND

B-Amiloide 50.62 + 8.51* ND

LiCl 95.98 £ 21.95 | 186.00 £ 90.36
SB216763 93.55+12.54 | 113.40 +41.29
TA 81.32+17.70 | ND

shARN vs tau 49.15 + 8.54* ND

Tabla 3. Resumen del porcetaje de cambio en la potencia de la actividad
espontanea del Bulbo olfatorio. Se muestran el porcentaje de cambio en la
potencia de la actividad espontanea del bulbo olfatorio con respecto del control a
los 60 y 120 min después de la aplicaciéon de los diferentes farmacos. Los
resultados en negritas indican diferencia significativa con respecto del control (p <
0.05, prueba de Friedman, post hoc comparacion multiple de Dunn). (Cloruro de
Litio, LiCl; inhibidor selectivo de GSK3, SB216763; rebanadas de animales
tratados con acido tolfenamico (TA) y rebanadas de animales inyectados
intrabulbarmente con un shARN contra el transcrito de la proteina tau, shARN, No
Determinado, ND).

7.7 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON LA PROTEINA AB, EL ACIDO
TOLFENAMICO Y EL shARN DE TAU SOBRE LA OLFACCION

Paralelamente, se realizé una serie de evaluaciones conductuales sobre la
olfaccion: (a) habituacion-deshabituacion y b) la prueba de evitacién olfatoria. Esto
permitié analizar de una manera mas integral el impacto de la proteina AB, del
tratamiento con acido tolfenamico o con el shARN sobre la percepcion olfativa. A
continuacion, describiremos la prueba de habituacién-deshabituacion la cual
divimos en dos fases, primero se describira la fase de habituacion (disminucion de
tiempo de exploracién ante la presentacion repetida de un mismo estimulo). En
este sentido, podemos apreciar que el grupo control presenta una disminucion
significativa en el tiempo de olfateo ante la repeticidén en la presentacion del primer

estimulo (agua) disminuyendo hasta un 34.90 % en el tiempo de olfaccion
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invertido en la exploracién del estimulo inerte (Fig 10A, p < 0.0002, prueba t de

student), lo cual es considerado signo de habituacion.

Para la presentacion del vinagre, el tiempo de olfateo entre la primera y la
tercera vez en la presentacion del aroma, disminuyd signfictivamente hasta un
14.98 % del tiempo invertido en la olfaccion (p < 0.0001, ANOVA de medidas
repetidas, post hoc comparacion multiple de Tukey) indicando habituacién también
para este aroma. Asimismo, para la presentacion repetida de menta el tiempo de
olfateo en la tercera exposicion se redujo hasta un 8.97 % del tiempo de
exploracion del mismo aroma por primera vez (p < 0.0001, ANOVA de medidas
repetidas, post hoc comparacion multiple de Tukey). Este mismo fenédmeno en la
disminuciéon en el tiempo de olfateo ante la presentacion repetida de un mismo
estimulo se observo para los animales tratados con TA via i.p. (TAip), oral (TAoral),
o que fueron microinyectados con el lentivirus que contiene el shARN contra el
transcrito de tau (Fig 10A, p < 0.0001, ANOVA de medidas repetidas, post hoc
comparacion multiple de Tukey). Sin embargo, es muy importante sefalar que el
grupo microinyectado con beta amiloide no presenté el fendmeno de habituacion
en ninguno de los estimulos, es decir; no existe una disminucion significativa en el
tiempo de olfaccion ante la repeticion del mismo estimulo. Este fendmeno se
observo tanto para el estimulo inerte (agua), como para la presentacion de los dos
aromas (menta y vinagre, Fig 10A, p > 0.05, ANOVA de medidas repetidas, post

hoc comparacion multiple de Tukey).

La segunda fase de la prueba de habituacidon-deshabituacion es la
deshabituacién (discriminacion, aumento en el tiempo de olfateo entre dos aromas
distintos). En la prueba de deshabituacion el grupo control presenta un tiempo de
olfateo de 2.65 + 0.49 s; en la ultima exploracion del primer estimulo (agua),
cuando se presenta de manera consecutiva el aroma nuevo (vinagre), el tiempo de
olfateo aumenta significativamente a 9.58 + 0.57 s, con respecto a la exposicion
anterior (p < 0.0001, prueba t-student), por lo que esta diferencia se considera
signo de deshabituacion olfatoria (discriminacién). De manera similar el cambio de

presentacion de aroma entre la presentacion del aroma vinagre y el aroma menta,
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presentdé un aumento significativo en el tiempo de olfaccion, pasando de 1.43 +
0.33 s en la exploracion del aroma a vinagre, a un 10.16 + 0.59 s para la
exploracion del aroma menta (signo de deshabituacién olfatoria). En contraste, el
grupo tratado intrabulbarmente con proteina beta amiloide, presenté una reduccion
significativa en el tiempo de olfateo ante el agua (3.77 £ 0.60 s) y a la presentacion
de los 2 aromas (vinagre y menta, 2.60 £ 0.25 s 1.78 £ 0.22 s respectivamente)
con respecto del control (* p < 0.0004, ANOVA, post hoc comparaciéon multiple de
Tukey), este hecho podria indicar un deterioro en la olfaccion. En cuanto a la
deshabituacién, el tiempo de olfateo no es significativamente distinto ante el
cambio en la presentacion de los distintos estimulos (p > 0.05, prueba de
Friedman), lo cual indica que el fendmeno de deshabituacion (discriminacion) no
se presenta en estos animales (Fig 10A). Para el grupo tratado con TAip, el
fendmeno de deshabituacion se presentdé de igual forma que en el grupo control,
ya que los tiempos de olfateo ante el cambio de estimulo fueron significativamente
distintos: agua-vinagre, de 3.8 + 0.35 s a 7.31 £ 0.79 s; y de vinagre a menta, de
0.32 £+ 0.17s a 4.39 + 0.42 s, respectivamente (*p < 0.002, prueba t-student; signo
de deshabituacion olfatoria). Es importante sefalar que el grupo TAip disminuyd
significativamente el tiempo de olfateo en la presentacion del tercer aroma con
respecto al grupo control (*p < 0.0004, ANOVA, post hoc comparacién multiple de
Tukey). Sin embargo, estos animales pueden discriminar el cambio en la
presentacion de nuevos aromas (Fig 10A). Asimismo, el grupo de animales
tratados con TAoral, puede discriminar entre estimulos mostrando aumento en los
tiempos de olfateo ante el cambio del aroma al igual que el grupo control. De esta
forma se observa que el aumento en el tiempo de olfateo entre agua-vinagre, pasoé
de 0.58 £ 0.52 s a 5.82 + 0.52 s respectivamente. Del mismo modo al cambiar el
estimulo entre vinagre-menta, el tiempo de olfateo aumenté de 0.59 + 0.19 s a
5.97 £ 0.27 s, respectivamente, este incremeto en los tiempos de olfateo entre
estimulos son significativamente distintos (*p < 0.03, prueba t-student) y son signo
de deshabituacion olfatoria. Por ultimo, el grupo inyectado con el shARN de tau

presenta el mismo patron de deshabituacion (discriminacién), mostrando un
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aumento significativo en tiempo de olfaccion entre agua-vinagre y entre vinagre-

menta (p < 0.03, prueba t-studen).

La segunda prueba de olfaccion que realizamos, fue la prueba de evitacion
olfatoria (Kim et al., 2011, Lazarini et al., 2014). En la cuantificacion del indice de
desempefio (ver materiales y métodos) los valores mas negativos indican un
menor tiempo de permanencia en el tercio de la caja donde se encontraba el olor
aversivo (TMT). El grupo control obtuvo un indice de -50.56 + 8.90, lo que indica
que estos animales pasaron mas tiempo en los compartimentos donde no habia
TMT, mientras que los grupos TAi.p. y TAoral, obtuvieron un indice de desempefo
que no presenta diferencia significativa con respecto al control -32.15 £ 16.02 y -
54.88 + 8.40 respectivamente (Fig 10B, p > 0.01, ANOVA, post hoc comparacion
multiple de Tukey). Al no existir diferencias significativas en el indice de
desempefio entre los dos grupos con tratamiento de TA por las diferentes vias de
administraciéon (p > 0.05, prueba t de student), unificamos los datos y se creé el
grupo TA obteniendo como resultado, un indice de desempeio de -42.64 + 9.66, el
cual no es significativamente distinto al del grupo control (p > 0.01, ANOVA, post
hoc comparacion multiple de Tukey). Por otro lado, se pudo observar claramente
que el grupo inyectado con proteina beta amiloide (barra roja) pasa mayor
porcentaje de tiempo en el tercio de la caja donde se encuentra el TMT,
obteniendo un indice de 24.29 + 18.66. Este indice es significativamente distinto al
grupo control, asi como al de los demas grupos (Fig 10B, *p < 0.01, ANOVA, post

hoc de comparacion multiple Tukey).
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Fig 10 EVALUACION DE LA OLFACCION DE LOS ANIMALES TRATADOS CON
EL ACIDO TOLFENAMICO, LA PROTEINA AB Y EL shARN PARA EL
TRANSCRITO DE TAU. A) Se muestra el tiempo (s) de olfateo para la prueba de
HABITUACION-DESHABITUACION en cada presentacion de un estimulo
innerente y los aromas (Agua, Vinagre y Menta) en el grupo control (CTL, linea
negra), el grupo tratado con acido tolfenamico i.p. (TAi.p., 50mg/Kg, linea azul), el
grupo tratado con de acido tolfenamico oral (TAoral, 50mg/Kg, linea naranja), el
grupo beta amiloide (BETA, linea roja) y en el grupo shARN (linea verde) (* p <
0.0001, ANOVA de medidas repetidas, post hoc comparaciéon multiple de Tukey).
B) Se muestra el indice de desempefo durante la prueba de evitacion olfativa.
Grupo CTL (barra negra), grupo TAi.p. (barra azul), TAoral (barra naranja), TA
datos juntos (barra blanca), grupo Beta Amiloide (barra roja) y prupo shARN (barra
verde) (*p < 0.01, ANOVA, post hoc comparacion multiple de Tukey).
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8. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que la aplicacién de la proteina AR
disminuye la potencia de la actividad espontanea de la capa granular del BOP y
que este efecto requiere de la participacién de la enzima GSK3, pero no de la
proteina tau. Lo anterior, se pudo concluir debido a que la disminucion en la
expresion de la proteina tau, por la accion de un shARNm para el transcrito de tau,
no evita el efecto deletero en la potencia de la actividad espontanea del BOP
inducido por la presencia de la AB, mientras que la inhibicion de la GSK3 si inhibe
dicho efecto. Cabe resaltar que este efecto deletéreo de la proteina AB sobre la
actividad espontanea de la capa granular del BOP podria relacionarse con las
alteraciones olfatorias que se observan en las etapas tempranas del EA (Wesson
et al., 2010b; Kawarabayashi et al., 2011; Coronas-Smano et al., 2011) y que la
inhibiciéon de la GSK3 podria resultar en un blanco terapéutico contra las mismas
(Pena-Ortega et al., 2012; Salgado-Puga y Pena-Ortega, 2015). Es probable que
la inhibicion de las oscilaciones espontaneas del BOP, producida por la AB y que
ahora demostramos que involucra la participacion de la GSK3 (pero no de tau) sea
el sustrato de la alteracion del procesamiento y representacion de la informacion
sensorial olfatoria en la EA (Adrian, 1942; Kay et al., 2008). A continuacion, se
discutiran las posibles alteraciones funcionales de la capa granular del BOP
producidas por la AB que pudieran explicar la inhibicion de su actividad
espontanea en presencia de esta proteina. También, de manera separada, se
discutira la participacion de la via de sefializacién que involucra a la GSKS3, pero

no a tau, en este efecto deletéreo de la Ap.

8.1 ALTERACIONES PROVOCADAS POR LA APLICACION DE LA AB SOBRE LA
ACTIVIDAD ESPONTANEA DEL BOP

La actividad oscilatoria espontanea del BOP, asi como en otros circuitos
neuronales (Shu et al., 2007; Corner, 2008), esta determinada por las propiedades

intrinsecas de sus elementos neuronales (Corner, 2008; Brea et al., 2009), asi
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como por sus interacciones sinapticas, siendo la sinapsis dendrodendritica entre
las células mitrales y granulares un elemento fundamental para la funcionalidad
del BOP (Lagider et al., 2004). La variedad de patrones de actividad dentro de un
circuito neuronal, esta determinada, en gran medida, por las propiedades
intrinsecas de cada poblacion neuronal (Shu et al., 2007; Corner, 2008; Brea et al.,
2009). Ademas, la combinacion de estas propiedades intrinsecas con la
interaccidn sinaptica de elementos neuronales dentro de un circuito le confiere la
capacidad de generar diferentes patrones oscilatorios que se reflejan en el
potencial local de campo (Lizio et al., 2011; Yamamoto y Lopez-Bendito, 2012).
Cualquier alteracion en la generacién de los patrones oscilatorios espontaneos
afecta el procesamiento correcto de la informacion sensorial o perceptual (Kay et
al.,, 2008). Un ejemplo claro de una alteracion en los patrones oscilatorios
espontaneos se encuentra bien documentado en el EEG de los pacientes con EA,
el cual se enlentece, y este efecto correlaciona con el deterioro cognoscitivo (Adler
et al., 2003; Lee et al., 2010; Tahaei et al., 2011).

Muchas evidencias indican que las alteraciones en la actividad oscilatoria
en el cerebro de los pacientes con EA son producidas por la AB (Lee et al., 2010,
Tahaei et al., 2011). Ademas, experimentos de nuestro laboratorio han demostrado
que la aplicacion de la AB soluble es capaz de disminuir la actividad espontanea
del hipocampo, la corteza entorrinal y el bulbo olfatorio en rebanadas de cerebro
de roedores (Balleza-Tapia et al., 2010; Pena-Ortega et al., 2012; Alvarado-
Martinez et al., 2013). Lo mismo ocurre cuando la AB es aplicada en condiciones
in vivo en el hipocampo de la rata (Pena-Ortega et al., 2010; Villete et al., 2010;
Pefia-Ortega y Bernal-Pedraza, 2012), lo que correlaciona con alteraciones en el
desempefio en tareas asociadas a estos circuitos (Alvarado-Martinez et al., 2013;
Salgado-Puga et al., 2015).

Los resultados de esta tesis muestran que, de manera similar a lo reportado
por Alvarado-Martinez et al., (2013), la aplicacion de la AB es capaz de afectar las
oscilaciones espontaneas en la capa granular del BOP del ratéon, disminuyendo su
potencia, tal como ocurre en el hipocampo (Balleza-Tapia et al., 2010; Alvarado-

Martinez et al., 2013) y en la corteza entorrinal (Pefa-Ortega et al., 2012). De esta
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manera, proponemos que la AB soluble afecta el procesamiento de la informacién
olfativa (Alvarado-Martinez et al., 2013), al disminuir la capacidad de BOP para
generar actividad oscilatoria poblacional. Esta alteracion pudiera ser la base que
explique la hiposmia observada en roedores microinyectados con la AB soluble
(Alvarado-Martinez et al., 2013), en ratones con fenotipo EA (Wesson et al.,
2010b, Kawarabayashi et al., 2011; Coronas-Smano et al., 2011), asi como en los
pacientes con EA (Doty et al., 1987; Morphy et al., 1990). Es importante mencionar
que la concentracion de la AP utilizada en este estudio es similar a las
concentraciones de la AR encontradas en el liquido cefalorraquideo (LCR) de
pacientes en etapas tempranas de la EA (2.5 - 25 nM, Lue et al., 1999; Naslund et
al., 2000). Por el contrario, la aplicacién de AB en concentraciones altas puede
producir efectos neurodegenerativos tales como la atrofia de las neuritas (DeKosky
et al., 1996; Grace et al., 2002; Snyder et al., 2005), la pérdida sinaptica (DeKosky
et al., 1996; Grace et al., 2002) y la muerte neuronal (Freir y Herron, 2003;
Nimmrich et al., 2008). Ademas, la concentracion de AB (30 nM) utilizada en este
trabajo correlaciona con las alteraciones cognoscitivas que ocurren en las etapas
tempranas de la EA (Lue et al.,, 1999; Naslund et al.,, 2000) antes de que
aparezcan las placas amiloideas (Wesson et al., 2010b; Cassano et al., 2011) y la
muerte neuronal (Lue et al., 1999; Naslund et al., 2000; Walsh et al., 2002); tanto
en ratones transgénicos con fenotipo EA (Wesson et al., 2010b; Cassano et al.,
2011), como en el humano (Esiri y Wilcok, 1984; Ohm y Braak, 1997). Ademas,
datos de nuestro laboratorio, han mostrado que los efectos de la AB son
reversibles, lo que sugiere que el A afecta la funcionalidad del BOP sin producir
neurodegeneracion (Alvarado-Martinez et al., 2013). Lo anterior, sugiere que las
alteraciones producidas por la aplicacion del Ap (30 nM), pudieran ser las
causantes de las alteraciones “funcionales” del circuito del BOP en las etapas
tempranas de la EA y que estas alteraciones no necesariamente involucran
procesos relacionados con la neurodegeneracion (Balleza-Tapia et al., 2010;
Alvarado-Martinez et al., 2013).

Las alteraciones funcionales que produce la AB soluble podrian involucrar a
las interneuronas de la capa granular del BOP (Friedman y Strowbridge, 2000), de
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manera analoga a lo que ocurre en el hipocampo (Balleza-Tapia et al., 2010).
Sabemos que las interneuronas inhibidoras controlan la sincronizacién del circuito
hipocampal y generan las diversas oscilaciones hipocampales (Whittington et al.,
2000; Borgers y Kopell, 2003). Estudios en animales transgénicos han mostrado
que la proteina AB altera de manera preferencial a los componentes inhibidores
del circuito del hipocampo, disminuyendo la frecuencia de disparo de diversas
poblaciones de interneuronas GABAérgicas, asi como la frecuencia de los
potenciales postinapticos inhibitorios que éstas reciben o bien que generan sobre
las neuronas piramidales (Verret et al., 2012; Palop y Mucke, 2010). Las células
granulares en el BOP son un equivalente de las interneuronas hipocampales y son
indispensables para la generacién de oscilaciones en el BOP (Schoppa et al.,
1998; Friedman y Strowbridge, 2000). Registros de campo de las células
granulares in vivo, en animales tanto anestesiados como despiertos, han mostrado
que las interneuronas granulares contribuyen en la generacién de los ritmos
rapidos (gamma), durante la respuesta a la estimulacién a un olor (Fukunaga et
al., 2014) y que el silenciamiento de estas células con estimulacion optogenética,
genera una reduccion en la potencia los ritmos rapidos durante la respuesta
evocada por olores (Fukunaga et al., 2014). De esta forma, las interneuronas de la
capa granular se consideran fundamentales para generar la respuesta del BOP
ante la presencia de un olor (Fukunaga et al., 2014; Kay et al., 2008) vy, es
probable que la alteracion de los patrones oscilatorios de las células granulares en
presencia del A repercuta de manera importante en alteraciones de la integracion
de la informacién sensorial en las estructuras corticales que reciben proyecciones
del BOP (Kay et al., 2008; Fukunaga et al., 2014). Ademas, trabajos previos donde
estimulan a las células mitrales y al mismo tiempo inhiben a las interneuronas de
la capa granular del BOP con optogenética, han mostrado que la pérdida del
balance entre excitacidon/inhibicion generado por la comunicacion de estas células,
a través de la sinapsis dendrodendriticas (Friedman y Strowbridge, 2003),
deteriora la discriminacion de olores en una tarea de aprendizaje olfativo. Lo
anterior sugiere que una adecuada sincronizacién neuronal dentro del BOP,

mediada por la sinapsis dendrodendritica, puede ser critica para la correcta
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discriminacion de estimulos sensoriales (Lepousez y Lledo, 2013).

Con base en lo discutido en el parrafo anterior, sugerimos que la AB podria
inducir el deterioro en la actividad poblacional de la capa granular del BOP al
afectar la sinapsis dendrodendritica de las células granulares y mitrales (Friedman
y Strowbridge, 2003). Un elemento clave para el funcionamiento de las sinapsis
dendrodendriticas son los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, presentes en
las células granulares (Schoppa et al., 1998). La inhibicion de estos receptores
elimina la generacion de la actividad espontanea en el BOP (Schoppa et al., 1998;
Friedman y Strowbridge, 2000; Friedman y Strowbridge, 2003). Coincidentemente,
se ha demostrado la existencia de la interaccion directa e inhibitoria entre los
NMDAR vy la AB en condiciones in vitro y en modelos animales con fenotipo de tipo
EA (Snyder et al., 2005; Lacor et al., 2004). Ademas de la inhibicion directa de los
receptores tipo NMDA por el A (Schoppa et al., 1998; Friedman y Strowbridge,
2003; Friedman y Strowbridge, 2000), el Ap facilita la endocitosis de los receptores
NMDA (Lesne et al., 2005). Proponemos que ambos efectos inhibitorios sobre los
NMDAR participan en los efectos deletéreos que ejerce el Ap sobre la actividad
oscilatoria del BOP (Lesne et al., 2005). Las perturbaciones en la comunicacion
entre las células granulares y mitrales, provocan la generacion erratica de las
oscilaciones espontaneas en rebanadas de BOP, asi como un empobrecimiento
en la resolucion sensorial olfatoria in vivo (Schoppa et al., 1998; Xiong y Chen,
2002; Friedman y Strowbridge, 2003; Bathellier et al., 2006; Rojas-Libano y Kay,
2008). También se ha demostrado que, a nivel presinaptico, las células mitrales
poseen autoreceptores de tipo NMDA, los cuales también pudieran ser afectados
por la AB, repercutiendo en la disminucién de la actividad oscilatoria en el BOP
(Schoppa et al.,, 1998; Friedman y Strowbridge, 2000). Multiples trabajos
realizados por el grupo de Arevian (2008, 2009) han indicado que la activacién de
las células mitrales es necesaria para el reclutamiento de las células granulares en
el BOP, a través del receptor NMDA, como un mecanismo necesario para la
seleccién de la informacioén saliente del BOP (Arevian, 2008; 2009; Schoppa et al.,
1998). De esta forma, la alteracion en la comunicacion entre las células mitrales y

las células de la capa granular, afecta la generacion de oscilaciones espontaneas
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en el circuito del BOP y la olfaccion misma (Schoppa et al., 1998; Dong et al.,
2009). Registros directos de la sinapsis dendrodendriticas y la evaluacion del
efecto del AB sobre las mismas podrian reforzar la hipétesis ofrecida en esta

seccion.

8.2 PARTICIPACION DE LA ENZIMA GSK3 EN LAS ALTERACIONES
PROVOCADAS POR LA APLICACION DE LA AB SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DEL BOP

Los datos obtenidos en esta tesis demuestran la participacion de la enzima GSK3
en el efecto inhibitorio de la Ap sobre la actividad espontanea del bulbo olfatorio.
La participacion de esta cinasa en la EA ha sido objeto de estudio de varios
trabajos (Leroy et al., 2007; Blalock et al., 2004). Por ejemplo, se ha observado
que existe un incremento tanto en la actividad de la GSK3 en la corteza frontal
(Leroy et al., 2007), como en su expresion en el hipocampo de pacientes con EA
(Blalock et al., 2004). Por otra parte, se ha observado una disminucion en la
muerte neuronal inducida por la AR cuando se utilizan oligonucledtidos especificos
para evitar la expresion de la GSK3 (Takashima et al., 1993). Resultados de
nuestro laboratorio han demostrado que la proteina AR es capaz de inhibir las
oscilaciones beta-gamma en la corteza entorrinal a través de un mecanismo que
requiere de la activacion de la cinasa GSK3 (Pefa-Ortega et al., 2012). La GSK3
juega un papel central en la neuropatologia provocada por la AB, asi como en la
sobrefosforilacion de la proteina tau (Takashima et al., 1993). Incluso, se ha
reportado la existencia de un polimorfismo en el promotor del gen que codifica
para la GSK3 como un factor de riesgo para el desarrollo de la EA (Mateo et al.,
2006). Nuestros resultados muestran que la inhibicion de la cinasa GSK3 previene
el efecto inhibitorio de las oscilaciones del bulbo olfatorio causadas por la
aplicacion de la AB (Fig 6 y 7). Existe evidencia que demuestra que la inhibicién
farmacolégica de la GSK3 (Koh et al., 2008), disminuye la muerte neuronal y la
sobrefosforilacion de tau provocadas por la AR (Koh et al, 2008).
Coincidentemente, existe evidencia que demuestra que el aumento de la

produccion de la AR esta relacionado con la activacion de la GSK3 (Hooper et al.,
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2008) y la GSK3 activada co-localiza con las neuritas distréficas y las marafias
neurofibrilares (Yamaguchi et al., 1996; Imahori y Uchida, 1997; Pei et al., 1999).
De manera similar a los efectos deletéreos producidor por el AB, el aumento de la
actividad de la GSK3, en modelos in vivo, provoca una alteracién en la memoria
espacial (Wang et al., 2008), asi como alteraciones de la generacion de LTP en el
hipocampo (Shipton et al., 2011). A pesar de que hay un reporte que indica que la
activacién de la GSK3, en condiciones fisiolégicas, parece estar relacionada al
procesamiento de la informacion olfatoria y a la regulacion de la actividad neuronal
espontanea en el BOP (Xu et al., 2013), existe evidencia que demuestra que en
ratones transgénicos que sobre-expresan a la enzima GSK3, presentan un
deterioro en el aprendizaje espacial relacionado a un aumento en la actividad de la
GSK3 en el hipocampo (Hernandez et al., 2002; Liu et al., 2003). Ademas, existe
evidencia que senala que la actividad de la GSK3 es capaz de abolir el transporte
axonal en presencia de la proteina AB (Vossel et al., 2015). Esto hecho, nos indica
que la proteina AB inhibe el funcionamiento axonal a través de la activacién de
GSK3 (Vossel et al., 2015). Estos datos correlacionan con un estudio realizado por
Hu et al., (2013), donde demuestran que la ausencia de inhibicién de la GSK3
puede tener efectos perjudiciales progresivos sobre plasticidad del hipocampo vy el
transporte axonal (Hu et al., 2013). En relacion a esta plasticidad del hipocampo,
otro estudio realizado en rebanadas de cerebro de rata, reportdé que la activacion
de GSK3 y/o la sobreexpresion de la enzima, suprime la induccion de la
potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo de rata (Zhu et al., 2011).
Adicionalmente, la inhibicién farmacolégica de la GSK3 inducida por la aplicacion
de litio 0 SB216763 (farmacos utilizados en este trabajo) conserva la induccion de
la LTP en estos mismos animales (Zhu et al., 2011). También existe evidencia de
que la inhibicién farmacoldgica de la GSK3 con litio y con el inhibidor VIII de la
GSK3, previene la sobrefosforilacion de la proteina tau y la muerte neuronal
inducida por la AB (Alvarez et al., 1999; Koh et al., 2008). De esta forma, los
autores de todos estos trabajos concluyen que la activacion de GSKS3 deteriora la
plasticidad sinaptica, lo que puede ser la base del deterioro de la memoria en la

EA (Zhu et al, 2011). Asi pues, la evidencia sugiere que la AB promueve la
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sobreactivacion de la GSK3 favoreciendo una funcién aberrante de la enzima que
podria llevar a un aumento en la fosforilacion de la proteina tau (Lesort et al.,
1999). La participacion de la proteina tau en los efectos de la AR en el BOP sera
discutida en la siguiente seccion, pero, independientemente de la participacion, o
no, de esta proteina, las evidencias resumidas en esta seccion podrian explicar en
parte, la participacion de la GSK3 en las alteraciones que subyacen a los procesos
cognoscitivos en los pacientes con EA (Vossel et al., 2015; Zhu et al., 2011; Hu et
al., 2013).

8.3 AUSENCIA DE PARTICIPACION DE LA PROTEINA TAU EN LAS
ALTERACIONES PROVOCADAS POR LA APLICACION DE LA AB EN EL BOP.

Uno de los blancos de la GSK3 es la proteina tau (Mondragén-Rodriguez et al.,
2012), la cual, una vez fosforilada muestra una disminucién en su afinidad por los
microtubulos, lo que provoca la desestabilizacion de los mismos (Lovestone et al.,
1996; Sanchez et al., 2000; Cash et al., 2003). Esta desestabilizacion de los
microtubulos es perjudicial para el transporte axonal (Sergeant et al., 2008), lo que
ocasiona un deterioro en la funcion neuronal, asi como en el aprendizaje y la
memoria espacial (Liu et al., 2003). En situaciones patolégicas como la EA la
proteina tau hiperfosforilda se acumula en el compartimento somatodendritico,
formando ovillos neurofibrilares, los cuales son estructuras intracelulares
compuestas por filamentos helicoidales apareados (PHF, Kidd, 1963; Spillantini y
Goedert, 2013; Stoothoff y Johnson, 2005). Uno de los mecanismos por los cuales
la proteina tau puede deteriorar el transporte axonal, es a través de la interaccion
con las proteinas dineina/dinactina las cuales, son parte de la maquinaria para el
transporte anterégrado a lo largo del axéon (Magnani et al., 2007). Magnani y cols.
(2007) mostraron que el complejo dineina/dinactina puede verse afectado por la
hiperfosforilacion de la proteina tau, lo que provoca la desestabilizacion de los
microtubulos y el deterioro en el transporte anterégrado de las neuronas (Magnani
et al., 2007; Sergeant et al., 2008). Otro de los mecanismos involucrados en el
deterioro de la comunicacién en los circuitos neuronales mediado por la proteina

tau hiperfosforilada, es la alteracion de la densidad postsinaptica (PSD por sus
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siglas en inglés, Ittner et al, 2011). Estudios realizados en cultivos celulares
reportan que las neuronas que sobre expresan una forma mutante de la proteina
tau (P301L; que simula hiperfosforilacion) no presentan una formacion adecuada
en la PSD (Hoover et al., 2010). Estas alretaciones en la PSD deterioran la
transmision sinaptica (Hoover et al., 2010), lo que correlaciona con estudios
realizados en ratones rTg4510, que sobreexpresan la proteina tau con la misma
mutacion, los cuales muestran alteraciones en la funcion sinaptica y la pérdida de
las mismas (Crimmins et al., 2011; 2012; 2013; Kopeikina et al., 2013A; 2013b;
Rocher et al., 2010). Estos mismos animales muestran alteraciones olfatorias (Hu
et al., 2015). En este caso, se plantea que la proteina tau hiperfosforilada puede
alterar la activacion del receptor de NMDA por un aumento en su fosforilacion
(Ittner et al., 2011; Mondragon-Rodriguez et al., 2012). De igual manera, la
proteina tau hiperfosforilada puede inducir la internalizacién de los receptores
AMPA en presencia de la AB (Miller et al., 2014). Ademas, se ha demostrado que
los cambios patoldgicos en la proteina tau pueden afectar la generacion de ritmos
hipocampales (Cantero et al.,, 2011) y afectar el aprendizaje y la consolidacion de
la informacién (Ciupek et al., 2015).

Los datos resumidos en el parrafo anterior evidencian la participacion de la
proteina tau en algunas de las alteraciones producidas por la AB. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que la proteina tau no es requerida para el efecto
deletereo de la proteina AB sobre la actividad espontanea de la capa granular del
BOP. Por una parte, encontramos que el TA previene los efectos de la AB pero que
esto no se relaciona con cambios en la proteina tau. Por el contrario, la
disminucién del ARNm de tau con shARN no genero proteccion alguna contra los
efectos provocados por la AB.

Si bien se habia reportado que los efectos benéficos del acido tolfenamico
involucraban una disminucién en la proteina tau (Adwan et al., 2014), este no
parece ser el caso en nuestras condiciones experimentales. Alternativamente,
nuestros datos suguieren que los efectos protectores del TA en contra de los
efectos inhibidores de la AB sobre la actividad del BOP, podria involucrar otros

blancos moleculares. Por ejemplo, se ha reportado que el TA es capaz de activar a
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la cinasa activada por adenosina monofosfato (AMP cinasa o AMPK, por sus
siglas en inglés), (Chi et al., 2011), misma que es inhibida en presencia de la Ap
vivo (Park et al., 2012; Lin et al. 2016). De hecho, la inhibicién de la AMPK en
presencia de la AR promueve la apoptosis (Lai et al., 2016), por lo que la
activacién de esta cinasa por TA podria prevenir los efectos deletéreos de la Ap
(Chi et al., 2011).

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que el efecto deletéreo de la
AB en el circuito del BOP no requiere la participacién de la proteina tau. Cabe
mencionar que la nuestra no es una observacion aislada, pues existe evidencia de
que la hiperfosforilacion de tau tiene un impacto limitado en pruebas olfatorias
(Martel et al., 2015). Adicionalmente, se ha reportado que la proteina tau no es
requerida para la interrupcion del transporte axonal rapido (FAT, por sus siglas en
inglés) producida por la AR en neuronas hipocampales (Ramser et al., 2013, Gan
et al., 2015). Esta serie de experimentos muestran que los oligdbmeros de la Ap
reducen el transporte vesicular del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)
en las neuronas hipocampales de tejido de ratones control, asi como de ratones
knock-out de la proteina tau (Ramser et al., 2013; Gan et al., 2015). Al mismo
tiempo estas investigaciones suguieren que la calcineurina (CaN), una fosfatasa
dependiente de calcio implicada en la patogénesis de la EA y que se encuentra
muy activa durante la progresion de la enfermedad, es la responsable de este
efecto de la AB (Ramser et al.,, 2013; Gan et al., 2015). Asi mismo, un estudio
realizado por Sofola et al.,, (2010), demostré que la inhibion farmacolégica de
GSK3 por tratamiento con litio, evita la toxicidad inducida por la A en un modelo
de la mosca Drosophila en ausencia de la expresion de la proteina tau enddgena
(Sofola et al., 2010). En otro estudio realizado en cultivos celulares por Furgerson
et al., (2012), se mostré que la muerte neuronal inducida por la AR no requiere la
participacion de la proteina tau (Furgerson et al., 2012), pero que si involucra la
activaciéon de vias apoptoticas (Furgerson et al., 2012). Todavia esta por
determinarse cuales blancos de la GSK3, independientes de la proteina tau, son
los involucrados en los efectos deletéreos de la AB sobre la actividad del BOP.
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9. CONCLUSIONES

La proteina AB inhibe la actividad oscilatoria espontanea de la capa granular
del BOP del raton.

El efecto inhibitorio de la AR involucra la activacion de la enzima GSK3, sin
embargo, el papel de la proteina tau en el BOP queda aun por determinar.

El efecto deletéreo de la aplicacion de la AR sobre la funcion del BOP es

prevenido por el acido tolfenamico a través de un mecanismo por
determinar (pero que parece no involucrar a la proteina tau).
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