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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia. Es una enfermedad
enfermedad neurodegenerativa y progresiva . Los sintomas mas tempranos se manifiestan
como déficits subitos e intermitentes en el recuerdo de eventos menores de la vida
cotidiana, referido como una pérdida de la memoria episddica, ademds de cambios en la
personalidad, desérdenes de lenguaje y de habilidades espaciales.

La EA se caracteriza a nivel histopatoldgico por: placas neuriticas difusas compuestas por el
péptido B-amiloide1-42 y ovillos neurofibrilares compuestos de agregados filamentosos de
la proteina tau hiperfosforilada. Ademas de estas lesiones cerebrales, la EA se asocia
también a una degeneracion del sistema de neurotransmision, particularmente del de
catecolaminas, que participa en procesos como el de la sefializacion de la novedad en un
estimulo. Una de las estructuras mas afectadas por la acumulacion de las placas de AB y de
ovillos neurofibrilares de tau es la corteza insular (Cl). En este trabajo, medimos la
liberacion de dopamina ante la presencia de un estimulo gustativo novedoso en ratones
viejos en un modelo 3xTg para la EA comparandolos con animales WT de la misma edad
(11-13 meses) en la Cl. Ademas estimulamos a los receptores dopaminérgicos tipo D1
mediante la inyeccidn intra peritoneal del agonista SKF38393 y probamos la deteccién de la
novedad de un estimulo gustativo en animales 3xTg-AD tanto de 6-8 meses como de 11-13
meses de edad y y analizamos la ejecucion de los animals de ambos grupos en una tarea de
memoria espacial . Los principales resultados muestran que existe un rescate en la
respuesta neofdbica de los tarones de 6-8 meses de edad y que existe una tendencia hacia
la neofobia en los ratones de 11-13 meses, aunque no alcanza a ser significativa

estadisticamente.

Introduccion

En el afio de 1907, el doctor Alois Alzheimer publicé sus observaciones sobre el caso de una
paciente, Auguste D., describiendo una enfermedad que “comenzd con un fuerte
sentimiento de celos hacia su marido. Muy pronto mostré problemas de memoria que

incrementaron muy rapidamente. Ella se muestra desorientada en tiempo y espacio. En
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medio ano, Auguste desarrollé sintomas tipicos de demencia presenil” (Maurer, Maurer, &
Ruiz Ezquerro, 2006). Ademas de sus descripciones sobre el estado de salud de la paciente,
el doctor Alzheimer realizd un estudio post-mortem en el cerebro de August, describiendo
la patologia de la siguiente manera: “dentro de células aparentemente normales, se
pueden observar una o mas fibras... en una etapa mas avanzada, muchas fibrillas,
arregladas en paralelo, mostraban los mismos cambios. Después se acumulan, formando
ovillos densos y gradualmente avanzan a la superficie de las células. Eventualmente el
nucleo y el citoplasma desaparecen y solo un ovillo de fibrillas indica el sitio donde alguna
vez se localizaba una neurona.” (Fig. 1). En la misma publicacién hace notorio que la zona

|ll

mayormente afectada por estas fibrillas es la corteza cerebral “especialmente en las capas
superiores”. A esta enfermedad se le nombrd posteriormente como enfermedad de

Alzheimer, en honor al doctor que la describio por primera vez (Maurer et al., 2006).

Fig. 1. Dibujos de las neuropatologias observadas en el cerebro de Auguste D.

Tomado de (Riley, 2014)

La enfermedad de Alzheimer (EA) se describe actualmente como una enfermedad
neurodegenerativa, progresiva y se reconoce como la causa mas comun de demencia en el
mundo. Su prevalencia en la poblacion aumenta conforme aumenta su edad (Billings,
Oddo, Green, McGaugh, & LaFerla, 2005). La prevalencia mundial de la EA es de 24.3
millones con 4.6 millones de nuevos casos siendo diagnosticados cada afo (Ferri et al.,
2005) y se considera que 1 de cada 85 personas padecerd esta enfermedad en el 2050

(Ziegler-Graham, Brookmeyer, Johnson, & Arrighi, 2008). Los sintomas mas tempranos de



la EA se manifiestan como déficits subitos e intermitentes en el recuerdo de eventos
menores de la vida cotidiana, referido como una pérdida de la memoria episédica (Walsh &
Selkoe, 2004), ademas de cambios en la personalidad, desérdenes de lenguaje y de
habilidades espaciales (Albert, 1996). Los sintomas de la EA se confunden a menudo con la
pérdida de habilidades propias de las personas de edad avanzada, e incluso con otros tipos
de demencia, ademdas no hay un marcador definitivo medible in vivo que sea especifico de
esta enfermedad; sin embargo, si se realiza un exdmen post-mortem del cerebro de estos
pacientes, se observa que existe una pérdida considerable de neuronas de la formacién
hipocampal y areas neocorticales (Braak & Braak, 1991). Esta atrofia celular en areas
especificas del cerebro se debe a la acumulacion de la proteina Tau en su forma
hiperfosforilada, ademas de la formacion de placas intra y extracelulares del péptido B-
amiloide (AB) y se cree, son las causantes de los sintomas que experimentan los pacientes
con Alzheimer (Oddo et al., 2003) .

La EA se caracteriza entonces por estas dos lesiones principales: placas neuriticas difusas
compuestas principalmente por el péptido B-amiloide;4, y ovillos neurofibrilares
compuestos de agregados filamentosos de la proteina tau hiperfosforilada. Las placas
neuriticas derivan del rompimiento proteolitico de la proteina precursora de amiloide
(APP) por la accion de las secretasas beta y gama y se encuentran principalmente en las
cortezas del sistema limbico y cortezas asociadas. Son focos microscdpicos de deposiciones
extracelulares de B-amiloide;4, asociadas a dano axonal y dendritico. En cambio, los ovillos
de fibras anormales ocupan gran parte del citoplasma perinuclear de neuronas de regiones

como el hipocampo, la amigdala o la corteza entorrinal (Selkoe, 2001).

Tau

Tau es una proteina de 441 aminodcidos que contiene 4 dominios de union a microtubulos
y dos regiones ricas en prolina (PRR), su funcion consiste promover la polimerizacién de
microtubulos y estabilizarlos.

El gen que codifica para la proteina se encuentra localizado en el cromosoma 17 en
humanos, y se pueden encontrar varias isoformas de la proteina debidas a modificaciones

post-transcripcionales (splicing alternativo, Fig. 2) (Avila et al., 2004)
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Figura 2. Splicing alternativo de los exones 2,3 y 10 dan lugar a las isoformas de la proteina. Modificado de

(Tian et al., 2013).

El mRNA de la proteina se expresa predominantemente en neuronas, particularmente en
los axones. Las PRR son blanco de fosforilacién de varias cinasas de serina/treonina (GSK3
B, PKA, Cdk5/p35, caseina Il cinasa, CaMK Ill, ERK2) y la fosforilacidon de estos sitios puede
resultar en cambios conformacionales que afecten la estabilidad de la proteina y su
habilidad para unirse a microtubulos (Avila et al., 2004).

Las patologias en las que estd implicada tau son el resultado de la presencia de la proteina
en su forma hiperfosforilada. En situacidon patoldgica, existe una fosforilacién simultanea
de una sola isoforma de la proteina en diferentes sitios, lo que provoca que esta pierda la
capacidad de unidon a microtubulos y se dimerice formando estructuras llamadas pares
helicoidales que son sumamente insolubles en el citosol, por lo cual se agregan formando
marafias neurofibrilares observadas en cerebros de pacientes con alguna tau-patologia,
como lo es la EA. Estas marafias neurofibrilares resultan toxicas para las neuronas vy llevan a
la pérdida de contactos sindpticos y posteriormente a la muerte neuronal (Oddo et al.,

2003).

APP

La proteina precursora de B-amiloide (APP, por sus siglas en inglés) es una glicoproteina
transmembranal tipo |. Esta proteina es procesada ya sea por la a- o la B-secretasa para
liberar su dominio extracelular largo. Subsecuentemente, el fragmento C-terminal que
permanece retenido en la membrana esta sujeto al corte intramembranal por el complejo
de la y-secretasa para generar el dominio intracelular de APP y simultaneamente liberar un

fragmento conocido como p3 (si se procesa por la a-secretasa) o AB (si la B-secretasa es la



gue actua) (Wolfe et al., 1999). La APP estéa codificada en el cromosoma 21 en humanos y
al igual que tau, sufre cambios post-transcripcionales que generan varias isoformas.

Su acumulacidn en células neuronales se relaciona fuertemente con la patologia observada
en pacientes con EA. Se ha encontrado que existen mas de 20 mutaciones en APP que se
encuentran relacionadas con la EA familiar; todas ellas provocan que se potencie la

generacion o la agregacién de los péptidos de Ap (Hardy & Selkoe, 2002).

B-cleavage y-cleavage

! i 2d i

KMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGWIATVIVITLVMLKKK...
29 38 40 43 4850

APP N ) C

) , M (French)
NL (Swed;sh) N (Tottori) G (Flemish) ?.I (lowa) (German)ﬂ\v (Florida)

i T
KMD;TEFRTDSGY%VHHQKLVFFAI%DVGSNKGNIGLMVGGWIAIVIYITLVMLKKK...
V' R (English) K (Leuven) G (Arctic) | (Austrian) F (Indiana)

Q (Dutch) | (London)
K (ltalian)
A

Figura. 3. Esquema representativo del gen codificante para APPy los sitios de corte de las diferentes

secretasas que procesan a la proteina. Tomado de (Benilova, Karran, & De Strooper, 2012). .

La APP puede ser cortada por distintas proteasas de la familia de las secretasas. En
condiciones no patoldgicas, la proteina es procesada por la a-secretasa, que la corta en el

%8 (Fig. 3) y produce dos fragmentos, un dominio APP

dominio AB, entre la Lys®’ y la Leu
gue es soluble, y el dominio C-terminal de 83 residuos de aminoacidos que es cortado
posteriormente por la y-secretasa para liberar un fragmento demominado p3 que realiza
diversas funciones en la célula, como mediar la adhesion célula-célula o célula-matriz
extracelular. En neuronas, la APP se ha ligado al crecimiento de los conos de neuritas (Small
et al., 1994), a la sinaptogénesis (Priller et al., 2006) y a la migracion neuronal dentro de la
placa cortical (Young-Pearse et al., 2007).

Sin embargo, la APP también puede ser procesada por otro tipo de secretasa, la B-

671

, . 2
secretasa. Esta corta la proteina entre los residuos Met®’* and Asp®’?, generando 2
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fragmentos, un fragmento APP soluble y un fragmento C-terminal de 99 residuos que
gueda anclado en la membrana; cuando actua la B-secretasa, el residuo que queda anclado

711
|

a la membrana es sustrato también de la y-secretasa, que lo cortayaseaenlaVal" " oenla

713
lle

, ¥ produce un péptido B de 40 o 42 residuos, dependiendo de en que aminodcido se
realice el corte (Young-Pearse et al., 2007). Estos péptidos son altamente insolubles y
forman agregados intra y extracelulares, las placas AB que se observan en pacientes con la

EA.

Fallas en el sistema dopaminérgico.

Ademas de la presencia de estas lesiones cerebrales, la EA se asocia también a una
degeneracion del sistema de neurotransmision, particularente del colinérgico y del de
monoaminas, tanto de modelos para la EA como de pacientes con dicha enfermedad (Trillo

et al.,, 2013).

La dopamina (DA) es un neurotransmisor que pertenece a la familia de las catecolaminas,
es sintetizado a partir del aminodacido tirosina y constituye aproximadamente el 80% de las
catecolaminas en el cerebro (Vallone et al. 2000). Ejerce su accién en la célula uniéndose a
cinco tipos de receptores de membrana de 7 dominios transmembranales acoplados a
proteinas G, divididos en dos grupos: los tipo D1, que se encuentran acoplados a proteians
Gs que activan a la adenilato ciclasa provocando un aumento de AMPc, y los tipo D2,
acoplados a proteinas Gi que inhiben a la adenilato ciclasa (Marsden, 2006).
Estudios in vitro han demostrado que existe una reduccién en la concentracién de
dopamina, sus metabolitos y su re-captacion en el estriado de pacientes con EA

(Kemppainen, Ruottinen, Nagren, & Rinne, 2000).

Storga y colaboradores en 1996 encontraron que existian niveles significativamente bajos
de DA, de su precursor (L-DOPA) y de su metabolito (DOPAC) medidos en el giro cingulata,
la amigdala, el estriado y el nucleo de raphe en cerebros de pacientes con EA (Storga,

Vrecko, Birkmayer, & Reibnegger, 1996).



Ademas se ha detectado que existe una disminucidon en los niveles de DA en liquido
cefalorraquideo de pacientes con EA que correlaciona con un puntaje bajo en pruebas de

demencia (Tohgi, Ueno, Abe, Takahashi, & Nozaki, 1992).

En cuanto a los receptores para DA, se ha encontrado que existe una disminucién en la
densidad de receprotes tipo D2 que parece estar asociada con un declive en la funcién
cognitiva en algunos pacientes con EA (Kemppainen et al., 2003). Este grupo midio el
potencial de unién del receptor D2, a partir del consumo de un agonista especifico
marcado con un radioligando ([*'C]FLB 457) y medido por PET y encontrdé que este
disminuyé en un 12-43% en el hipocampo y en las regiones de la corteza temporal en
pacientes con EA comparado con controles sanos (Fig. 4), ademas de que encontraron que
existia una correlacién entre un menor potencial de unién del receptor al ligando con una

menor puntuacion en el test de memoria verbal (Wechsler Memory Scale-Revised) (Fig. 5)

TaBLE 1. Binding potentials (B,a.x/Kq) in AD patients and controls

Control AD AD/control
(n=11) (n=14) (%)
Temporal cortex
R hippocampus 0.90+0.23  0.59+0.33" 66
L hippocampus 0.77£0.23  0.66 +0.40 84

R lateral temporal cortex  0.75+0.26  0.66 +0.44 88

0.81£0.28 0.56+0.24 69
L lateral temporal cortex

Frontal cortical regions

Frontal cortex 0.28+0.12 0.25+0.14 89

DLPF cortex 0.43+0.15 043+0.15 100

ACC 0.424+0.14 0.38+0.14 90
Thalamus

Medial 3.11£0.58 2.904+0.59 93

Lateral 1.96+£0.36 2.044+0.37 104

Fig 4. La tabla muestra el potencial de unién de los receptores D2, medido como el consumo de [MCIFLB 457
en diferentes dreas cerebrales de pacientes con EA comparados con controles sanos. Tomado de (Kemppainen

et al., 2003)
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Fig 5. Correlacion entre los potenciales de unién en el hipocampo derecho de pacientes con EA y la suma de los

puntajes de estos en las pruebas de memoria verbal. Tomado de (Kemppainen et al., 2003)

Por otro lado, Cortés y colaboradores compararon cortes de cerebros de personas con

diagndstico de demencia senil tipo Alzheimer (SDAT) con cerebros de personas sin ninguna

enfermedad psiquiatrica o neurologica (C) y encontraron que habia una disminucién en los

de tipo D1, principalmente en el hipocampo (CA1, CA3 y giro dentado). En la figura 6 se

muestra la diferencia en la densidad de receptores a DA tipo D1 entre los controles

(personas sin enfermedades neuroldgicas) y pacientes con SDAT medida por la union de un

agonista de D1 marcado ([*H]SCH23390) (Roser Cortés, Probst, & Palacios, 1988).

i
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Fig 6. La grdfica muestra la disminucidn en la densidad de receptores D1 encontrada en el hipocampo de
pacientes con SDAT comparados con controles sanos medida como el potencial de union del ligando

([3H]SCH23390) al receptor. Tomado de (R Cortés, Probst, & Palacios, 1988)
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La dopamina es un neurotransmisor al cual se le han atribuido diferentes funciones en
diferentes regiones cerebrales, entre ellas esta la del procesamiento de estimulos nuevos.
En este sentido, existe evidencia experimental que ha demostrado que las neuronas
dopaminérgicas del area ventral tegmental (VTA), en el nicleo acumbens (NAC) y en la
corteza prefrontal media (MPC) tienen un pico de actividad en respuesta a un estimulo
nuevo, que se pierde conforme el estimulo se vuelve familiar (Ahn & Phillips, 1999; Schultz,
Apicella, & Ljungbergb, 1993).

En el experimento le presentaron a ratas privadas de alimento dos comidas diferentes
(Different Food Condition) o bien la misma comida en dos ocasiones (Same Food Condition)
y se midid la liberacion de DA en el NAC y en la MPC por medio de microdialisis. Los
resultados muestran que existe un aumento en la liberacion de DA en ambas estructuras
cuando los animales prueban por primera vez una comida, y que este aumento se atenua
cuando la comida ya es familiar, sin embargo, si se les presenta una nueva comida, vuelve a
ocurrir un aumento de DA (Fig 7) (Ahn & Phillips, 1999). Este patrén ha sido observado ante
la presentacion de otro tipo de estimulos, por ejemplo, se observd un aumento en la
cantidad de DA en el NAC de ratas macho durante la copulacién con una hembra, que
disminuyé gradualmente y volvié a aumentar cuando se les presentd una hembra nueva

(Fiorino, Coury, & Phillips, 1997)
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Fig 7. Cambios en la cantidad de DA (grdfica linea) en la MPC y el NAC y de comida consumida (grdfica
barras). Tomado de (Ahn & Phillips, 1999).

Corteza Insular

Durante la enfermedad de Alzheimer, una de las estructuras mas afectadas por la
acumulacién de las placas de AB y de ovillos neurofibrilares de tau es la corteza insular (Cl)
(Bonthius, DJ, 2005); por medio de inmunohistoquimica se reveld, en estudios con 17
cerebros de pacientes con EA, que la corteza insular tenia alto contenido de ovillos

12



neurofibrilares, confinados principalmente a las capas profundas de la corteza, y las placas
de AB se encuentran distribuidas en todas las capas celulares (Bonthius, Solodkin, & Van

Hoesen, 2005).

La corteza insular (Cl) es una regién localizada en el centro cada hemisferio cerebral y
procesa estimulos sensoriales en todas sus modalidades: gustativos, olfativos, auditivos,

visuales y somatosensoriales (Chen, Li, Xu, & Liu, 2009).

Diferentes trabajos han demostrado ya que la activacion de la Cl es necesaria para el
procesamiento de estimulos gustativos. El bloqueo de la corteza insular, ya sea por medio
de antagonistas de algunos receptores (Ferreira, Gutiérrez, De La Cruz, & Bermudez-
Rattoni, 2002; Naor & Dudai, 1996), o bien por la infusién de blogqueadores de sintesis
proteica, como la anisomicina (Bermudez-Rattoni, 2004; Rosenblum, Meiri, & Dudai, 1993),
provoca que no se consoliden cierto tipo de memorias, preferencialmente aquellas que
involucran el reconocimiento de algun sabor especifico, e incluso la asociacidon de este con
un estimulo aversivo (Bures, Fenton, Kaminsky, Wesierska, & Zahalka, 1998).

En 1992, el grupo de Ogawa y posteriormente otros grupos relacionaron cambios eléctricos
y el incremento de disparos unitarios de neuronas de la Cl ante la presentacidon de un
estimulo gustativo nuevo (Ogawa, Hasegawa, & Murayama, 1992). Ademdas también se ha
visto la expresion de genes de expresion temprana, como c-fos ante la presentacion de un
estimulo gustativo novedoso (Bernstein & Koh, 2007).

Miranda y colaboradores observaron por medio de microdialisis que existe un aumento en
la liberacién de acetilcolina (Ach) en la corteza insular de ratas cuando se les presenta un
sabor nuevo y que esta liberacion decrementa conforme el sabor se va convirtiendo en

familiar (Miranda, Ramirez-Lugo, & Bermudez-Rattoni, 2000) (Fig. 8).

13
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Fig. 8. Liberacion de Ach en la Cl ante la presentacion de un estimulo novedoso. Tomado de (Miranda et al.,

2000)

Hay poca informacion sobre las afectaciones que se presentan en esta estructura cerebral
durante el desarrollo de la EA. Algunos trabajos muestran que existe una degeneracion del
sistema colinérgico en la Cl ademas de otras estructuras (Bartus, Dean lll, Beer, & Lippa,
1982) y es por ello que algunos de los farmacos disefiados para el tratamiento de la EA se
han enfocado en tratar de revertir esta falla colinérgica, y son en general, inhibidores de la
acetilcolinesterasa, la enzima encargada de la degradacion de la acetilcolina después de
gue ha sido liberada en la sinapsis. Sin embargo, trabajos recientes han mostrado que la
falla en el sistema colinérgico ocurre en la fase tardia de la EA (DeKosky et al., 2002),
ademas de que se ha probado que la inyeccidén de estos farmacos tiene implicaciones en la
liberacion de otros neurotransmisores, como dopamina (DA) o noraepinefrina en
estructuras como el hipocampo y la corteza prefrontal.

En 2006, Shearman y colaboradores midieron la liberacion de DA y la concentracién de su
metabolito (DOPAC) cuando se administr6 Donepezil (farmaco inhibidor de la
acetilcolinesterasa, utilizado para el tratamiento de los sintomas de la EA) por medio de
microdialisis en el hipocampo, la corteza temporal y la corteza prefrontal y encontraron
gue habia un aumento significativo en la cantidad de ambos en el hipocampo dorsal y una
disminucién de la DA en la corteza pero aumento en su metabolitos (Fig 9) (Shearman et

al., 2006).
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Tomando en cuenta estos resultados se ha especulado que la efectividad en el tratamiento

de los sintomas tempranos de la EA de estos medicamentos podria estar también

relacionada a el efecto sobre la liberacién de DA en estos pacientes.
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Fig 9. Efecto de la administracion de donepezil sobre la concentracion de DA y DOPAC en el hipocampo dorsal

(..) y ventral &) (primer par de grdficas ) y en la corteza media temporal (.’) y la corteza prefrontal ). Los

datos estdn expresados como porcentaje de cambio con respecto a la linea basal (promedio de los primeros 4

puntos. La flechaindica el momento de la inyeccion. Tomado de (Shearman et al., 2006).
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Modelo murino triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer

Para el estudio de la EA el grupo de LaFerla desarrolld6 un modelo de ratdn triple
transgénico (3xTg-AD) (PS1M146V, APP Swe, tau P301L) (Oddo et al., 2003) en el cual, los
depdsitos de placas del péptido AB y de marafias de tau se desarrollan en estructuras
relevantes en la EA humana y ademas se acumulan a través del tiempo. En estos ratones se
comienzan a presentar deficiencias en procesos de memoria y aprendizaje a partir de los 6
meses de edad, asociadas a la acumulacidon de AB intraneuronal, sin que se observen aun a
esta edad alteraciones en la estructura de las células neuronales. Mientras la enfermedad
progresa, la acumulacién de placas y de marafas neurofibrilares provoca cambios

estructurales que potencian este déficit cognitivo.
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Fig. 10. Esquematizacion de la construccion del modelo de ratén 3xTg-AD. Tomado de (Oddo et al., 2003)

El modelo se realizd introduciendo directamente dos transgenes humanos (APPswe Y
taursioL) adicionales a una linea germinal de ratones modificados genéticamente con una
mutacién en el gen de la presenilina 1 (PS1). Ambos genes insertados bajo el control del
elemento regulatorio Thy 1.2, que permite que los genes se expresen solo en el sistema
nervioso del raton (Fig. 10).

El modelo de Oddo y colaboradores es el primer modelo animal que desarrolla ambas
fisiopatologias (placas de AB y neurofibrillas de Tau) y que ademas lo hace a través del

tiempo. .
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Deteccion y procesamiento de un estimulo nuevo.

Cuando un animal se enfrenta por primera vez a un sabor, este lo consume con recelo, esta
respuesta neofdbica representa un mecanismo de defensa ante la ingesta de comida
posiblemente toxica y se refleja en una baja en el consumo de ese sabor con respecto al
consumo normal de agua (neofobia) (Nachman & Jones, 1974). Si este sabor no le provoca
ningun malestar, el animal aprenderad que el sabor es seguro, aumentando su consumo

hasta llegar a una asintota, a lo cual se le denomina atenuacién de la neofobia (Fig. 11).
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Fig. 11. Consumo de una solucion de sacarina 0.25% como sabor seguro (circulos). La primera baja en el

consumo respecto a la LB es la neofobia, Tomado de (Bermudez-Rattoni, 2004)

Por medio de la técnica de electroforesis capilar acoplada a microdialisis, en el laboratorio
en el que se desarrolld el presnete trabajo, se demostré que tanto en ratones 3xTg-AD
jévenes (5 meses) como en ratones no transgénicos (WT) las concentraciones de DA en Cl
aumentan significativamente cuando se presenta un objeto por primera vez; sin embargo
cuando se analizé la liberacion de DA en ratones 3xTg-AD viejos (10 meses) se encontrd

gue no habia un aumento en las concentraciones de este neurotransmisor (Fig. 12).
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Figura 12. Liberacion de DA en la Cl de ratones 3xTg-AD jévenes, viejos y wild type, después de la presentacion
de un objeto por primera vez. La presentacion del estimulo fue realizada en F4 de la grdfica. Tomado de

(Guzman-Ramos et al., 2012)

Ademas se encontrd una correlacién entre deficiencia en la liberacion de DA con una pobre

memoria de reconocimiento (Guzman-Ramos et al., 2012)

Planteamiento del problema

Hasta ahora se ha documentado una correlacién entre la presnetacion de un estimulo
novedoso y el aumento de DA en Cl. La Cl se ha asociado principalmente al procesamiento
de estimulos gustativos, sin embargo hay poca evidencia del papel que juega la DA en la Cl
en cuanto a la deteccién de estimulos gustativos nuevos y si esta se encuentra afectada en
algun punto durante el desarrollo de la EA.

También de ha demostrado que existen deficiencias en el sistema dopaminérgico en
hipocampo de pacientes con EA, y que estos muestran problemas para realizar tareas

espaciales.

Hipotesis
La liberacion de DA en la Cl estard disminuida en un modelo 3xTg-AD de ratones viejos y

estos mostraran deficiencias en la deteccion de un sabor como nuevo. Ademas si

estimulamos los receptores dopaminérgicos post-sinapticos D1 mediante la administracidon
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de un agonista (SKF38393) , los ratones 3xTg-AD viejos podran recobrar la capacidad de

deteccién de la novedad del estimulo gustativo.

Si se estimulan los receptores dopaminérgicos D1 con el mismo agonista y se prueba a los

animales en una tarea dependiente de hipocampo, también se veran mejorias en la

ejecucidn de una tarea asociada a esta estructura.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos tipo D1 sobre la

deteccién de un estimulo gustativo novedoso y sobre la ejecucuén de una tarea de

memoria espacial en ratones 3xTg-AD y WT de 6-8 meses y 11-13 meses de edad.

Objetivos Particulares

Medir mediante electroforesis capilar acoplada a microdialisis en libre movimiento
la liberacién de dopamina ante la presentacion de un estimulo gustativo novedoso
en ratones 3xTg-AD de 11-13 meses de edad comparados con ratones WT de la
misma edad.

Evaluar el efecto de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos tipo D1 en la
respuesta neofdbica (deteccion de la novedad del estimulo) mediante Ia
administracién del agonista SKF38393 en una dosis de 12mg/kg, via intraperitoneal
en un grupo de animales 3xTg-AD de 6-8 meses de edad comparado con un grupo
de animales WT de la misma edad.

Evaluar el efecto de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos tipo D1 en la
respuesta neofébica mediante la administraciéon del agonista SKF38393 en una
dosis de 12mg/kg, via intraperitoneal en un grupo de animales 3xTg-AD de 11-13
meses de edad comparado con un grupo de animales WT de la misma edad.

Evaluar el efecto de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos tipo D1 en
una tarea de laberinto acudatico de Morris mediante la administracién del agonista
SKF38393 en una dosis de 12mg/kg, via intraperitoneal en un grupo de animales
3xTg-AD de 6-8 meses de edad comparado con un grupo de animales WT de la

misma edad.
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Metodologia

Animales

Se emplearon ratones hembras transgénicas para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD),
como animales control se utilizaron ratones hembras no transgénicas (WT), sin
modificaciones genéticas de entre 6 y 13 meses de edad, obtenidos y mantenidos en el
bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Se colocaron en cajas individuales
bajo un ciclo de 12 horas luz/oscuridad con alimento y agua ad libitum excepto en los

procedimientos experimentales.

Implantacion de canulas guia

Los animales se montaron en un aparato estereotdxico con un adaptador para ratones y se
mantuvieron bajo anestesia con isofluorano (1.25%-2.0%). Para evitar dafio en los ojos, se
les aplicéuna capa fina de lubricante dptico durante la cirugia. Se realizé una insicién en la
piel para poder tomar medidad y alinear bregma y A en el plano horizontal.

Se implantaron canulas guia unilaterales (CMA Microdialysis, Stockholm, Sweden) dirigidas
a la corteza insular izquierda con coordenadas a partir de Bregma [Anteroposterior (AP)
+1.2mm; Mediolateral (L) -4.75 mm; Dorsoventral (DV) -4.5 mm] (Paxinos and Franklin
2007) y se aseguraron con pequefios tornillos y cemento dental.

Se aplicaron antibidticos en la herida y una vez recuperados de la cirugia, los animales se
colocaron individualmente en cajas plasticas a temperatura ambiente de 22-24°C y bajo un
ciclo 12/12 de luz/oscuridad con agua y comida ad libitum excepto durante los

procedimientos conductuales.

Microdialisis en libre movimiento

Cinco dias después de la cirugia, los animales fueron privados de agua por 24 h y colocados

en la camara de microdidlisis (Bioanalytical systems, Inc., E.U.A.) por 3 h durante 5 dias
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para habituarlos al ambiente y a la manipulacién. Se les permitié beber 10ml de agua en
botellas graduadas durante 20 minutos al dia. Por la tarde, estando los animales en el

bioterio, se les dio acceso a otros 20ml mas de agua para evitar que se deshidrataran.

La microdidlisis en libre movimiento permite monitorear la liberacion extracelular de
neurotransmisores en una estructura en particular; el principio de la microdialisis se basa
en la difusidon de las moléculas a través de poros de didmetro pequefio en una membrana
semipermeable unida a una sonda constituida de dos tubos concéntricos; al tubo de
entrada se conecta una bomba de perfusién que infunde liquido cefalorraquideo artificial
(LCRA) fluido cerebroespinal (NaCl 125 mM, KCI 5 mM, NaH2PO4H20 1.25 mM,
MgS047H20 1.5 mM, NaHCO3 26 mM, CaCl2 2.5 mM, glucosa 10 mM) éste se equilibra
con el fluido en el exterior por difusion en ambas direcciones, asi el LCRA recuperado por la
tuberia de salida contiene los neurotransmisores que lograron atravesar la membrana; de
manera que un analisis cuantitativo de las moléculas recolectadas en las fracciones de
microdializado refleja su patrén de liberacion temporal en el fluido extracelular (Orlowska-

Majdak 2004, Ungerstedt 1991).

El dia del procedimiento experimental, la sonda de microdidlisis fue perfundida con LCRA
filtrado (membrana de filtracion de 0.20um) a una velocidad de 2ul/min con ayuda de una
bomba (CMA/100 pump) conectada a través de una tuberia de propileno etileno fluorinado
para eliminar el glicerol en el cual se conserva la membrana. Tras verificar la ausencia de
burbujas en el sistema, se disminuyd la velocidad de perfusién a 1ul/min y se inserté en el
animal la sonda con una membrana de 1-mm (CMA 7 MD Probe; CMA Microdyalisis). Se
midid la longitud de la tuberia de salida para calcular el “volumen muerto” (volumen
interno de la tuberia x longitud del la tuberia x tasa de infusidén) que causa un retraso entre
el inicio de la respuesta conductual y la fraccién microdializada correspondiente.

Se dejo estabilizar el flujo por 1 h y se recolectaron 4 muestras cada 16 minutos en tubos
appendorf de 200ul que contenian 1ul de una mezcla de antioxidantes (acido ascérbico
0.25 mM, Na2EDTA 0.27 mM, acido acético 0.1 M) y fueron inmediatamente congeladas a -

80°C hasta el momento del analisis.
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Se colectaron tres fracciones para establecer la linea basal de liberacién (LB) después de las
cuales se expuso a los animales al estimulo gustativo (Quinina 0.005%). Después se realizo
la cuantificacion de dopamina por electroforesis capilar acoplada a deteccidon por
fluorescencia inducida por laser.

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica instrumental de separacion, la cual
permite la identificacién y cuantificacién de los analitos una vez separados al acoplarse al
detector adecuado. La separacion en EC se basa en la migracion de especies cargadas que
se encuentran disueltas o suspendidas en una solucidn electrolitica dentro de un tubo
capilar de didmetro muy pequeno al aplicar un voltaje (Landers 1997). La respuesta a la
deteccién de los compuestos se traduce en un pico dentro de una grafica llamada

electroferograma.

SKF-38393

El SKF38393 (2,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-1 phenyl-IH-3-benzepine) es un agonista
dopamiérgico selectivo para receprotes D1. Estimula a la adenilato ciclasa lo cual
incrementa el flujo de adenosil monofosfato ciclico (cCAMP). Muestra mayor afinidad por los

receptores que la DA y su efecto se ve antagonizado por el SCH 23390.

La cinética de unién de este con el receptor (medida en el estriado en cortes de cerebro) a
concentraciones de 1nM muestra que la asociacién del ligando fue completa a los 60

minutos a 22°C (Fig 13) (Dubois, Savasta, Curet, & Scatton, 1986).
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Fig 13. Asociacion del [3H]SKF 38393 en cortes del estriado de ratas. Los cortes fueron incubados con 1nM
[3H]SKF 38393 a 22°C durante 150 minutos. Cada punto representa la al promedio de determinaciones por
triplicado. Tomado de (Dubois et al., 1986)

Atenuacion de la Neofobia

Para medir si los animales podian detectar el estimulo gustativo como nuevo, realizamos
un protocolo de atenuacién de la neofobia que consiste en lo siguiente: Los animales
fueron privados de agua por 24 horas y después fueron sometidos a un régimen de
consumo en el que se les presentd una probeta graduada con 10 ml de agua durante 20
minutos cada 24 horas durante 7 dias consecutivos. De estos 7 dias se obtuvo un promedio
de consumo, denominado linea base. En el dia 7 los animales se separaron aleatoriamente
y se clasificaron en su correspondiente grupo (SKF o solucién salina).

El dia 8 se realizd una sola inyeccion de SKF o SS dependiendo el grupo y 10 minutos
después se les presentd a los animales 10 ml de una solucién de quinina 0.05% por 20 min.
y se midd el consumo del dia. 24 horas después se presentd nuevamente una botella con
10 ml. de quinina 0.05% por 20 minutos. Se realizaron presentaciones en los dias

subsecuentes hasta alcanzar la asintota de consumo.
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Laberinto Acudtico de Morris (WM)

El WM consiste en un tanque con agua en el cual hay una plataforma sumergida 1cm en el
agua y el cuarto en el que se encuentra esta rodeado de pistas espaciales. En esta tarea los
animales a través de los ensayos, deben aprender por medio de estas pistas espaciales, a
llegar a la plataforma para escapar del agua.

Dividimos a los animales en 4 grupos: WT-SS, WT-SKF, 3xTg-AD-SS y 3xTg-AD-SKF y los
entremanos durante cuatro ensayos diarios por tres dias. Al inicio del cuarto y quinto dias
realizamos la inyeccién del SKF o de SS dependiendo el grupo y continuamos con el
entrenamiento durante ambos dias. El sexto dia se realiza la prueba, que consiste en
remover la plataforma y contar el nimero de cruces que realiza el animal por el cuadrante

en el que se encontaba la plataforma.

Genotipificacion

Con el fin de corroborar el genotipo de los animales utilizados, primero se realizo la
extraccién de ADN, mediante el método de “hot shot”. Se cortd un fragmento de la cola del
animal, se triturd en tubos eppendorf de 1.5ml con 75ul de buffer de lisis alcalino (250ul de
NaOH, 40 pul de EDTA 0.5 M en 100ml| de agua desionizada), se incubd durante una hora a
962C. Posteriormente adicionaron 75ul de buffer de neutralizacion (Tris HCL 40mM en
100ml de agua desionizada), se mezclé y centrifugd a 12000 rpm durante 2 min a 42C se
tomo el sobrenadante y se almacend en un ultracongelador a -502C (Rudbeck y Dissing,
1998).

Después se corrié una PCR convencional para la amplificacion del DNA obtenido. Se
colocaron 2.5ul de “Coral load” (CL) (buffer de PCR 1x, MgCl2, y Glicerina), 0.5ul de dNTP’s,
0.125ul de Taq polimerasa, 21.875ul de H20, 1.5ul de la mezcla de los primers APP, Tau y
el regulador Thy 12.4 mas 3ul del DNA; esto se realizé para la amplificacion de los
fragmentos APP y Tau.

Para la amplificacion de los fragmentos de PS1 se agregd 2.5ul de CL, 0.5 pl de dNTP’s,
0.125ul de Taqg polimerasa, 21.875ul de H20, 1.5ul de la mezcla de primers (PS1-k13, PS1-
k15) y 3ul del DNA extraido. Estos fragmentos amplificados de PS1 se sometieron a un

corte por medio de la enzima Bstell y el buffer NEB 1x mas 20ul del resultado del PCR, se
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incubd durante 2 horas a 372C, al final se obtuvieron dos fragmentos que identificaron la
presencia o ausencia de la mutacién de PS1.

Por ultimo se separaron los fragmentos obtenidos mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% (37ml de TAE, 0.7g de agarosa). La migracién se efectud en una camara de
Southern Bloth y una fuente de poder a 75V durante una hora. Se cargaron 5ul de
marcador de peso molecular, 10ul de muestras obtenidas del PCR y 5 pl de Midori y se

capturd la imagen del gel con Midori en un transiluminador UV.

Resultados

Liberacion de dopamina en la CI ante la presentacion del estimulo gustativo
novedoso.

previamente se habia demostrado en nuestro laboratorio que ratones 3xTg-AD de entre 5y
9 meses de edad no presentan un aumento en la liberacién de dopamina en la Cl ante la
presentacion de un estimulo gustativo nuevo a comparacién de ratones transgénicos
jévenes (2-5 meses) y WT (Guzman-Ramos et al. 2007).

Primero quisimos corroborar que este efecto se observara en nuestro grupo de ratones
mas viejos (entre 11 y 13 meses de edad). Mediante la técnica de electroforesis capilar
acoplada a microdialisis, medimos directamente en la Cl, la liberacion de dopamina en
ratones 3xTg-AD y ratones WT ante la presentaciéon de una botella con 10 ml de quinina al
0.05%.

El la figura 14 se grafica la fraccién 4 recolectada durante el tiempo en el que los animales
bebian el sabor novedoso, y se hace una comparacion entre el porcentaje de liberacion de
dopamina a partir de 3 lineas basales recolectadas antes de la presentacién del sabor, de

animales 3xTg-AD contra animales WT.
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Fig. 14 Porcentaje a partir de la linea basal de liberacion de dopamina durante la primera presentacion de
quinina 0.05% a ratones 3xTg-AD y WT de entre 11 y 13 meses de edad. Existen diferencias significativas

(*p<0.05) entre el grupo WT y el 3xTg-AD.

Los resultados muestran que, mientras en los ratones silvestres se observa un aumento de
casi un 350% en la liberacion de dopamina en la Cl cuando el sabor novedoso es
presentado, en los animales transgénicos este aumento no se sucede (*t=5.6; p<0.05).

Estos resultados indican que los animales 3xTg-AD de mas de 5 meses edad muestran una
deficiencia en la liberacién de dopamina (comparados con animales WT) en la Cl cuando se

encuentran con un sabor novedoso, y este efecto continlda hasta los 11-13 meses de edad.

Respuesta neofobica de animales 3xTg-AD comparada con la de animales

WT de 6-8 meses de edad.

Una vez que comprobamos que tanto los ratones de entre 6 y 9 meses y los ratones de
entre 11 y 13 meses de edad muestran una deficiencia en la liberaciéon de dopamina en la
Cl ante la presentacion del estimulo gustativo novedoso, probamos a los animales en la
tarea atenuacién de la neofobia para saber si esta deficiencia en la liberacién de dicho
neurotransmisor correlacionaba con un déficit en la deteccidn del estimulo novedoso, que

de manera conductual se puede observar con la ausencia de neofobia.
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En la figura 15 se muestra el consumo en mililitros de una solucidon de quinina al 0.05%

presentada por primera vez tanto a ratones 3xTg-AD como a animales WT de 6-8 meses de

edad.

.WT

[ 3xTg-AD

Consumo ml.
@

0_

Prom LB ADQ

Fig.15 Consumo en ml. de una solucidon de quinina 0.05% de animales 3xTg-AD y WT de 6-8 meses de edad.
Existe una diferencia significativa (*p<0.05) entre los grupos WT y 3xTg-AD el dia de la adquisicion. Eje:

quinina

Como se puede observar, los animales WT tienen una baja en el consumo del sabor por
primera vez, mostrando una respuesta neofdébica ante este; en cambio, los animales
transgénicos no muestran esta respuesta (*t=-2.5; p< 0.05).

Con este resultado podemos suponer que debido a que estos animales no tienen un
aumento en la liberacidon de dopamina en la Cl cuando se enfrentan a un sabor por primera
vez, no existe la sefializacion de que dicho sabor es novedoso y esto se refleja de manera

conductual con la falta de neofobia.

Efecto de la estimulacion de los receptores dopaminérgicos tipo D1 en
ratones de 6 a 8 meses de edad.

Posteriormente realizamos la inyeccién del farmaco (SKF) o bien de solucién salina (SS) a

cuatro grupos de ratones (WT-SS, 3xTg-AD-SS, WT-SKF y 3xTg-AD-SFK) .
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Previamente privados de consumo de liquidos durante 24 hrs, se les presentd una probeta
con 10 ml agua, durante 20 minutos por siete dias, para obtener un promedio de consumo
basal (PROM LB), el octavo dia se inyectd SKF38393 (SKF) o solucidn salina (SS) 10 minutos
antes de la presentacion de una botella con 10 ml de quinina al 0.05% durante 20 minutos
y posteriormente se midid su consumo (ADQ). El consumo en ml se grafica en la figura 16,
la flecha indica el momento de la inyeccién, antes de la primera presentacién del sabor, y

se muestran 4 presentaciones posteriores del mismo pero sin inyeccion previa (AN1-4).
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SS, WT

1.5

SS, 3xTg-AD
; -3¢ SKF, WT
—@®- SKF, 3xTg-AD
5
PROMLB E ADQ AN1 AN 2 AN3 AN4

Fig. 16 Efecto de la inyeccion i.p. de SS o SKF en ratones 3xTg-AD y WT de 6-8 meses de edad. La flecha
muestra el momento de la inyeccidn. Existe una diferencia significativa del grupo 3xTg-AD inyectado con SS

comparado con los demds grupos (*p<0.05) el dia de la adquisicion.

El analisis estadistico muestra, en primer lugar, que en los animales WT no existen
diferencias entre el grupo inyectado con SS y el inyectado con SKF el dia de la adquisicién.
Ambos grupos muestran un consumo reducido del el sabor nuevo, es decir, tienen
neofobia (t= 1.7; p<0.05 y t=3.3; p<0.05 respectivamente).

Ademas, se encontrd una diferencia significativa el dia de la inyeccion entre el grupo de
ratones transgénicos inyectado con SS comparado con los demas grupos (*t=-2.5; p<.05).
También existe una diferencia significativa en el grupo 3xTg-AD inyectado con SKF el dia de

la adquisicion comparado con su promedio de linea basal (t=2.6; p<0.05) parece entonces,
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gue la inyeccion de SKF genera una recuperacién de la respuesta neofdbica en los animales
transgénicos.

En los dias siguientes de atenuacidon no existen diferencias significativas entre ningun
grupo, aunque se observa que el grupo de animales 3xTg-AD inyectados con SKF tiene un
comportamiento similar a los grupos de animales WT en cuanto a un aumento en el

consumo del sabor llegando a una asintota de consumo.

Efecto de la estimulacion de receptores dopaminérgicos tipo D1 en ratones

de 11 a 13 meses de edad.

Una vez que observamos efecto sobre la neofobia en ratones de 6-8 meses de edad con la
estimulacion de los receptores a dopamina tipo D1, quisimos probar que sucedia si
inyectdbamos el mismo farmaco en la misma dosis pero en animales de entre 11 y 13
meses de edad.

En la figura 17 se grafica el consumo del sabor novedoso (quinina 0.05%) en el dia de la
adquisicion en porcentaje de linea basal de consumo. Los resultados se muestran de esta
manera debido a que, probablemente por la edad de los ratones en ambos grupos, sus
consumos basales de agua fueron bastante desiguales.

Los resultados muestran, en primer lugar, que los animales WT de 11-13 meses de edad
inyectados con SS, no muestran una respuesta neofdbica a la quinina, teniendo un
consumo de este muy similar al consumo mostrado en la linea basal.

En segundo lugar, y como era esperado, los animales 3xTg-AD inyectados con SS tampoco
tienen una respuesta neofdbica en la primera presentacion del sabor, consumiendo incluso
mas de este que su linea basal de agua, aunque no es significativamente distinto del 100%
de LB.

Ademas, los animales transgénicos inyectados con SKF muestran una tendencia a la
disminucién del consumo en su primer encuentro con el sabor nuevo, sin embargo, no es

significativamente diferente de su consumo de LB.
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Sorprendentemente, los animales WT que tuvieron la inyeccién del agonista de receptores
dopaminérgicos, muestran una baja considerable en el consumo del sabor, comparado con

su consumo de LB (*t=-1.73, p<.001).
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Fig 17. Grdfica que muestra el efecto de la inyeccion i.p. de SS o SKF en ratones 3xTg-AD y WT de 11-13 meses
de edad. Los resultados se muestran en porcentaje de linea basal de consumo el dia de la primera
presentacion del sabor novedoso. Existe una diferencia significativa del grupo WT inyectado con SKF

comparado con su consumo de LB (*p<0.001).

Efectos del SKF sobre el consumo de liquido.

El efecto de la activacidén de los receptores dopaminérgicos tipo D1 en animales 3xTg-AD
sobre la neofobia parece muy claro, sin embargo, observamos que en los animales WT
tanto de 6-8 meses como de 11-13 meses tratados con el agonista dopaminérgico SKF
también existia una baja en el consumo y aunque, en el primer grupo de edad, esta no es
significativamente diferente de los otros grupos, quisimos descartar que el farmaco
estuviese generando ya sea una aversion al sabor o bien un efecto de dependencia de
estado (la memoria y la expresidon de comportamientos aprendidos por un organismo son,
a menudo, disparados por pistas espaciales que semejan aquellas que estaban presentes

mientras el aprendizaje inicial ocurrié). En el aprendizaje dependiente de estado, lo que
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condiciona a dicho aprendizaje es un compuesto neuroactivo. Una conducta que se
aprendié durante la exposicién a dicho compuesto (podria tratarse de alguna droga, o
algun farmaco), puede ser evocada con mejores resultados si, durante la prueba, el animal
esta expuesto al mismo compuesto (Bettinger & Mclntire, 2004).

En dos grupos de animales transgénicos de 6-8 meses de edad, realizamos un protocolo de
AN e inyectamos durante tres dias consecutivos el agonista dopaminérgico (SKF, 12mg/kg)
o bien solucion salina (SS) y 10 minutos después de cada inyeccién presentamos el sabor
novedoso.

En la figura 18 se muestra el consumo en ml de ambos grupos, las flechas senalan los
momentos de la inyeccién del farmaco. Como se puede observar, en la primera inyeccion
ocurre lo que ya habiamos visto en el experimento anterior, los animales a los que se les
inyectd SKF tienen una respuesta de neofobia ante la presentacién del sabor novedoso (en
este caso utilizamos sacarina al 0.3%), que es significativamente diferente tanto de su
consumo de linea basal (t= 4.35, p<0.05) como del consumo de los animales control. Esta
respuesta no la muestran los animales inyectados con SS.

En la segunda inyeccidn, que se aplicé 10 minutos antes de la segunda presentacién del
sabor, se puede observar que ambos grupos tienen tendencia a mostrar una baja en el
consumo, que no alcanza a ser significativamente diferente entre ellos ni entre sus
consumos del dia de la primera inyeccién; sin embargo, el dia de la tercera inyeccidn
pareciera que el consumo de los animales inyectados con SKF se recuperara, aunque sigue
sin ser estadisticamente diferente de los consumos anteriores.

Estos resultados indican que el farmaco no estad generando un efecto de condicionamiento
de aversiéon al sabor, ya que en ninguno de los tres dias de inyeccién encontramos
diferencias significativas entre grupos ni entre consumos, es decir, el consumo no
disminuye m3s alla de la neofobia.

Sin embargo también se observa que, mientras los animales se encuentran bajo el efecto
del SKF, mantienen un consumo parecido durante los tres dias de inyeccion, y aunque no
es diferente del consumo que muestran los animales inyectados con SS, tampoco se atenua

el sabor en esos dias. El dia de la prueba, en el que no se estimulan los receptores
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dopaminérgicos D1 con el farmaco, el consumo aumenta, lo cual podria estar indicando
que, por si mismo el SKF estd generando disminucién del consumo o bien que nos

encontramos ante un aprendizaje dependiente de estado.
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Fig 18. Grdfica que muestra el efecto de la inyeccion de SKF o SS durante tres dias consecutivos en ratones
3xTg-AD de 6-8 meses de edad. Las flechas muestran los momentos de la inyeccion. El dia de la primera
inyeccion existe una diferencia significativa entre los grupos (*t=4.35, p<0.05) y el dia de la prueba hay una
diferencia significativa entre el consumo del dia anterior (Inyeccion 3) y el consumo en la PBA en el grupo
inyectado con SKF (t=-4.83, p<0.05). Tiene relevancia la diferencia que se obseva entre los dos primeros

puntos rosas?

Efecto de la estimulacion de receptores dopaminérgicos tipo D1 en una tarea

de memoria espacial.

Por ultimo, probamos a los animales de 6-8 meses de edad en una tarea de laberinto

acuatico de morris (WM).

Realizamos cuatro ensayos diarios durante tres dias, al inicio del cuarto y quinto dias

realizamos la inyeccién del farmaco o de la solucién vehiculo y continuamos con el
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entrenamiento. El dia seis realizamos la prueba, en la cual se retira la plataforma y se mide

el tiempo que tardan los animales en llegar a donde se encontrba esta.

Los resultados muestran que los ratones WT, tanto el grupo inyectado con SS como el
grupo inyectado con SKF adquieren bien la tarea, ya que, a medida que pasan los ensayos,

tardan menos tiempo en alcanzar la plataforma.

El grupo de animales transgénicos inyectado con SS no aprenden la tarea ya que no
disminuye el tiempo que tardan en llegar a la plataforma con el paso de los dias de ensayos
y muestran ademas un comportamiento que se podria describir como azaroso (*t=-1.88,
p<0.05 para el dia 4, *t=-1.57, p<0.05 para el dia 5); sin embargo, cuando se estimulan los
receptores dopaminérgicos por medio de la inyeccién del SKF, los animales transgénicos se
comportan mas similarmente a los animales WT, y aprenden la tarea, mostrando un mejor

desempefio a través de los ensayos y en el dia de la prueba.
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Fig. 19. Efecto de la inyeccién de SKF o SS a ratones 3xTg-AD o WT de 6-8 meses de edad sobre la memoria
espacial. Los datos se grafican como el tiempo en segundos que tardan los animales en llegar a la plataforma.

Las flechas indican el momento de la inyecciéon de los farmacos (*p<0.05).
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Discusion

La mayoria de los trabajos dedicados a la EA estan enfocados en explicarla a partir de las
neuropatologias caracteristicas de esta, ya sea por causa o efecto tanto de la acumulacién
de B-amiloide como de tau hiperfosforilada. Sin embargo se ha comenzado a acumular
evidencia que indica que existen otros eventos neuronales que podrian estar afectando de
alguna manera la misma acumulacion de dichas proteinas o bien que aportan a la
degeneracion del sistema nervioso durante la EA.

Uno de esos eventos tiene que ver con fallas en algunos sistemas de neurotransmision. En
el caso de la dopamina, se ha encontrado en estudios postmortem que, en pacientes con la
enfermedad existe una reduccidon importante en los niveles de su precursor (L-DOPA), de
su metabolito DOPAC, asi como en los niveles de dopamina, esto en el giro cingulata, en la
amigdala, el estriado y en el nucleo de raphe (Storga et al.,, 1996). Ademas estos bajos
niveles han podido ser medidos directamente el liquido cefaloraquideo (Tohgi et al., 1992)
y en orina en pacientes con la enfermedad (Liu, Yang, Chang, Liu, & Chi, 1991).

Nosotros contamos con un modelo murino triple transgénico (3xTg-AD) que desarrolla
ambas patologias a través del tiempo, muy similarmente a los casos de EA humana familiar.
No se cuenta con mucha informacién sobre otros aspectos del modelo, por ejemplo, qué
sucede con los sistemas de neurotransmision y si existe una correlacién entre el déficit
cognitivo que se observa en estos animales a partir de los 5 meses de edad, y otras fallas
del SNC ademas de la acumulacién de las proteinas caracteristicas.

Por medio de este trabajo pudimos primero corroborar que, animales de mas de 6 meses
de edad ya muestran un déficit en la liberacion de DA en la Cl, que continda hasta los 13
meses que fue nuestro grupo mas viejo analizado. Ademas encontramos que ambos grupos
muestran problemas para la deteccion de un estimulo gustativo novedoso medido a través
de la falta de baja en el consumo de este (neofobia).

Podriamos hablar entonces de que existe una correlacion entre la falta de liberacion de DA
en la Cl con el déficit de deteccidn de un estimulo gustativo novedoso.

Ya antes se habia hablado de una correlacion entre la deficiencia del sistema

dopaminérgico y los problemas para detectar un objeto novedoso en una tarea de
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reconocimiento de objetos en los animales 3xTg-AD (Guzmdan-Ramos et al., 2012). Nosotros
demostramos que los animales también tienen esta falta de deteccién de un estimulo
gustativo nuevo.

Para tratar de revertir esta falla en la deteccion de la novedad en un estimulo, decidimos
activar los receptores dopaminérgicos D1 por medio de la inyeccidn intraperitoneal de un
agonista selectivo para dichos receptores (SKF 38393) en una dosis de 12 mg/kg de peso
del raton. Utilizamos al agonista de D1 debido a que resultados previos del laboratorio en
el que se desarrolld este trabajo muestran que dichos receptores son importantes para la
codificaciéon una memoria gustativa, especificamente en la Cl, y que ratas inyectadas con
un antagonista de receptores dopaminérgicos D1 (SCH23390) mostraban un déficit en la
consolidacion de una memoria de aversién a un sabor (Fig 20) (Guzman-Ramos &

Bermudez-Rattoni, 2011).
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Fig 20. Efectos de la infusion intracortical de un antagonista (SCH23390 )en la memoria de corto plazo y de
largo (STM y LTM) El grupo “SCH23390 antes” y un grupo control que recibieron inyecciones de solucion salina
(SS antes) se inyectaron 15 minutos antes del entrenamiento en el condicionamiento de aversion al sabor,
seguido de la inyeccidn i.p. de LiCl (0.4 M, 7.5 mL/kg). Los grupos “SCH 23390 después” and SS después
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recibieron las inyecciones inmediatamente después de la presentacion de sacarina (triangulo negro). Todos los
grupos muestran aversion en la STM, mientras que en la LTM solo el grupo inyectado con el antagonista D1
tiene déficit en la consolidacion de la tarea. El consumo de sacarina durante las pruebas de memoria se
expresa como porcentaje del consumo durante la fase de adquisicion + SEM. *p < 0.05.

Mas importante aun, se encontré que un tratamiento con apomorfina (agonista no
selectivo de receptores dopaminérgicos) durante una semana a ratones 3xTg-AD de 6
meses de edad, mejoraba la ejecucién de una tarea espacial, ademas de que promovia la
disminucién del estrés oxidativo, de marcadores de apoptosis y la disminucién de las placas

de B-amiloide y de los ovillos de tau, esto ultimo visto in vitro (Himeno et al., 2011).

Cuando estimulamos el sistema dopaminérgico mediante la inyeccidon intraperitoneal de un
agonista de receptores D1 en animales que ya muestran un déficit en la liberacién de DA y
los enfrentamos a un sabor nuevo, observamos que existe una disminucién en el consumo
de este sabor, lo que podria indicar que, hasta cierto punto, existe un rescate de la
deteccién del sabor y de su codificacion como un sabor novedoso. Esto se observa
claramente en nuestro grupo de 6-8 meses de edad, en donde encotramos diferencias
significativas contra los animales WT y los 3xTg-AD inyectados con SS. En el grupo de 11-13
meses de edad, no se alcanzan a ver diferencias significativas, sin embargo podriamos
hablar de que existe una tendencia hacia dicho resultado, aunque podria ser ya muy tarde

en el avance de la enfermedad para poder observar un cambio significativo.

Se ha encontrado que los pacientes con la EA muestran una reduccion significativa en el
numero de receptores D1 y D2 a dopamina en el estriado (Kemppainen et al., 2000) y
particularmente de tipo D1 en el nucleo acumbens, que correlaciona con un declive
cognitivo en pacientes con la enfermedad de Parkinson (Mattila et al., n.d.).

Existen, en cambio, otros trabajos en los que se mide la cantidad de receptores
dopaminérgicos en tejido cerebral de pacientes con Alzheimer, y muestran que no existe
un cambio en cuanto a la cantidad de receptores que se localizan en estas células (Fig. 20-

A) sin embargo, al medir la afinidad de estos receptores, los tejidos de pacientes con
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Alzheimer resultaron con mayor afinidad a su sustrato que los de pacientes control (Fig. 20-
B) (Sweet et al., 2001). Entonces es posible que las diferencias encontradas entre los
ratones 3xTg-AD viejos y los WT se deban no a una mayor cantidad de receptores activados

si no a un aumento en la afinidad de los receptores pre-existentes en la post-sinapsis.
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Fig 20. Afinidad de receptores dopaminérgicos D1, D2 y D3 a su sustrato, en células nerviosas de pacientes con

la EA. Que es NC, AD, LB?

En 2011 se realizé un trabajo en el cual inyectaban el péptido B-amiloide en rebanadas de
cerebro de ratén y observaban que estas tenian deficiencias para formar LTP (potenciacidn
a largo plazo), después estimulaban a los receptores D1 y eran capaces de recuperar el LTP
en estas rebanadas, y esto lo correlacionaban con la disminucién de las placas formadas
por B-amiloide debido a la actividad de la via activada por medio de receptores
dopaminérgicos D1 (Jurgensen et al., 2011).

Probablemente el rescate de la respuesta neofdbica y la mejoria en la ejecucion de la tarea
de water maze que se observd en nuestros ratones transgénicos viejos sea debido a que, al
estimular los receptores D1, que de por si se encuentran disminuidos en estos animales,
haya una disminucién en las placas ya formadas, y si es asi, este rescate del aprendizaje
podria ser visto también en otro tipo de tareas.

Esto indica que por medio de la estimulacion del sistema dopaminérgico, los ratones con la
histopatologia caracteristica de la EA muestran mejorias tanto durante el reconocimiento

de un sabor como en tareas espaciales.
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