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RESUMEN

INTRODUCCION: La demencia es un sindrome que se caracteriza por la pérdida de la memoria,
del lenguaje y de otras areas asociadas al comportamiento humano, y comienza a perjudicar al
individuo que la padece en los ambitos sociales, familiares y econémicos. En la actualidad,
alrededor del mundo se reportan 24.3 millones de casos con demencia y se prevé que este nimero
aumente a 81.1 millones para el afio 2040. La enfermedad de Alzheimer (EA) esporadica provoca
alteraciones histoldgicas y cognitivas similares a la EA de origen familiar; por lo tanto, para su
estudio se han implementado el uso de modelos animales, quienes mimetizan esta enfermedad a
través de la administracion intracerebroventricular de un compuesto llamado estreptozotocina, que
induce un aumento en el estrés oxidativo, una mayor neuroinflamaciéon y una disminucién en el
metabolismo de la glucosa cerebral, generando alteracion en la generacién de nuevas neuronas
después del periodo embrionario en los nichos neurogénicos como el bulbo olfatorio y el giro
dentado del hipocampo, denominandose asi como neurogénesis adulta. Luego de que los animales
comienzan a presentar sintomas propios de la enfermedad como la pérdida de la memoria, se ha
observado que la repeticién de una misma tarea, durante varios ensayos, realizada por varios dias,
llamada sobreentrenamiento aumenta la plasticidad sinaptica en el hipocampo, esto debido a la
induccion de experiencias adquiridas, resultando en un almacenamiento de la memoria espacial y
una generacién de nuevas neuronas. OBJETIVO: Evaluar los efectos que provoca la
administracion de estreptozotocina intracerebroventricular y el sobreentrenamiento en el laberinto
acuatico de Morris sobre en el aprendizaje espacial y la neurogénesis del adulto en el GD del
hipocampo. MATERIALES Y METODOS: Se administré vehiculo (VEH) o estreptozotocina
intracerebroventricular (STZ) (3 mg/kg) diluida en liquido cefalorraquideo artificial, en los ventriculos
laterales. Fueron asignados a cuatro grupos: 1) bioterio (BIO), 2) control de nado (CN), 3) LAM1,
con una sesién de entrenamiento, o 4) LAM3. El dia 30 se realiz6 la tarea conductual en el laberinto
acuatico de Morris. Se analiz6 la proporcién del area de DCX de la proteina doblecortina (DCX, por
sus siglas en inglés) del ginu del giro dentado y de las bandas suprapiramidal e infrapiramidal del
hipocampo. Los datos estadisticos de la conducta e histolégicos se analizaron con la prueba
estadistica ANOVA y en caso de ser significativa se utilizé la prueba post hoc de Bonferroni y se
consider6 estadisticamente significativo el valor de p<0.05, con un intervalo de confianza del 95%.
RESULTADOS: En los animales a los que se les administr6 VEH se observé un aprendizaje
normal en aquellos que solo realizaron una sesion de entrenamiento en el LAM, mientras que los
que tuvieron un sobreentrenamiento presentaron un aprendizaje incrementado. Para los animales
con STZ se pudo observar un deterioro cognitivo en el aprendizaje espacial, pero aquellos que
fueron tratados con un sobreentrenamiento obtuvieron un aprendizaje normal, parecido a aquellos
animales con VEH que realizaron una sesién de entrenamiento. En el andlisis histologico, se

encontrd una disminucion de la proteina DCX en los animales con STZ, en las regiones del ginu y



en las bandas suprapiramidal e infrapiramidal del giro dentado del hipocampo dorsal pero este
resultado se vio modificado en aquellos animales que realizaron un sobreentrenamiento cognitivo.
CONCLUSION: El modelo de la EA esporadica, inducida por STZ icv, presenta alteraciones en el
aprendizaje espacial, al igual que alteraciones histolégicas, como la disminucién en la proteina DCX,
indicando una baja tasa de la neurogénesis adulta. El sobreentrenamiento cognitivo, revierte los
efectos observados en este modelo preclinico, pudiendo considerarse como una intervencion

adecuada de la EA esporadica.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer esporadica, neurogénesis adulta, giro dentado, DCX,

sobreentrenamiento



ABSTRACT

INTRODUCTION: Dementia is a syndrome that is characterized by the loss of memory, language, and
other areas associated with human behavior, and begins to harm the individual who suffers it in the
social, family, and economic ambits. Currently, 24.3 million cases of dementia are reported around the
world and this number is expected to rise to 81.1 million by 2040. Sporadic Alzheimer’s disease (SAD)
causes histological and cognitive alterations similar to familial AD. Therefore, for this study have been
implemented the use of animal models, who mimic this disease through the intracerebroventricular
administration of a compound called streptozotocin, which induces an increase in oxidative stress,
neuroinflammation, and a decrease in the metabolism of cerebral glucose, generating alteration in the
generation of new neurons after the embryonic period in the so-called neurogenic niches such as the
olfactory bulb and the dentate gyrus of the hippocampus, so-called adult neurogenesis. After the animals
begin to present symptoms of the disease such as memory loss, it has been observed that the repetition
of the same task, during several trials, performed for several days, So-called overtraining increases
synaptic plasticity in the hippocampus, this due to the induction of acquired experiences, resulting in
storage of spatial memory and a generation of new neurons. OBJECTIVE: To evaluate the effects of
intracerebroventricular streptozotocin administration and overtraining in the Morris water maze, on
spatial learning and adult neurogenesis in the dentate gyrus hippocampus. MATERIALS AND
METHODS: Vehicle (VEH) or intracerebroventricular streptozotocin (STZ) (3 mg/kg) diluted in artificial
cerebrospinal fluid in the lateral ventricles was administered. The mice were assigned randomly to four
groups: 1) bioterium (BIO), 2) swimming control (CN), 3) MWM1, with a training session, or 4) MWMS3.
On the 30th day the behavioral task was performed in the Morris water maze. The proportion of the
doclecortin (DCX) area of the dentate gyrus gynu and the suprapyramidal and infrapyramidal bands of
the hippocampus were analyzed. Behavioral and histological statistical data were analyzed with the
ANOVA statistical test and, if significant, the Bonferroni post hoc test was used, and the value of p<0.05
was considered statistically significant, with a 95% confidence interval. RESULTS: During the two days
of administration of the STZ, a decrease in body weight was observed in all groups, indicating a period
of recovery after surgery. In the animals given VEH, normal learning was observed in those who had
only one LAM training session, while those who had overtraining had increased learning. For animals
with STZ, cognitive impairment in spatial learning could be observed, but those who were treated with
overtraining obtained normal learning, similar to those animals with VEH who performed a training
session. On histological analysis, a decrease in the DCX protein was found in animals with STZ, in the
regions of gynu and the suprapyramidal and infrapyramidal bands of the dentate gyrus, of the dorsal
hippocampus but this result was modified in those animals that performed cognitive overtraining.
CONCLUSION: The sporadic Alzheimer’s disease model induced by STZ icv, presents alterations in
spatial learning, as well as histological alterations, such as the decrease in the DCX protein, indicating
a low rate of adult neurogenesis. Cognitive overtraining reversed the effects observed in this preclinical

model and can be considered an appropriate intervention of SAD.
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INTRODUCCION

La demencia es un sindrome que se caracteriza por la pérdida de la memoria, del lenguaje y de otras
areas asociadas al comportamiento humano, y comienza a perjudicar al individuo que la padece en los

ambitos sociales, familiares y econémicos (Llibre Rodriguez & Gutiérrez Herrera, 2014).

El concepto de demencia ha sido modificado constantemente, debido a que en él implican distintos tipos
de ésta, pueden existir trastornos neurocognitivos mayores; demencia en los adultos mayores,
demencia causada por depresion o demencia a causa de la enfermedad de Alzheimer (EA) (Tello-
Rodriguez et al., 2016; Vatanabe et al., 2020). Se preveé que la poblacion con enfermedad de Alzheimer
sea de 52 millones en 2030 y aumenté a 152 millones de personas en 2050 (WHO, 2020).
Aproximadamente hasta el afio 2014 existian 800,000 personas afectadas por la demencia en México,

esperando que esta cifra aumente a 3.5 millones para el afio 2050 (Bernal, 2017).

El 70% de las demencias ocurren en adultos mayores, teniendo un mayor porcentaje la Enfermedad de
Alzheimer (EA). Las caracteristicas histopatolégicas que se observan en la EA son las placas
amiloideas, compuestas por $-amiloide, ovillos neurofibrilares y la hiperfosforilacion de la proteina tau,
al igual la mutacion de la presenilina 1 y presenilina 2; para el Alzheimer familiar, mientras tanto para la
EA esporadica no se conoce su etiologia, pero se sabe que su desarrollo comienza partir de varias

comorbilidades presentes en la persona enferma (Fiest et al., 2016; Rowland et al., 2018).

Para el estudio de esta patologia se ha implementado el uso de modelos animales, ya sea, animales
transgénicos o inducidos; uno de los modelos para la EA esporadica es la administracién
intracerebroventricular de estreptozotocina (STZ), permitiendo evaluar la disfunciéon cognitiva y las

alteraciones histopatologicas que provoca esta (Grieb, 2016; Mullane & Williams, 2019).

En tales trabajos realizados en modelos de la enfermedad de Alzheimer esporadica se ha reportado
que esta enfermedad provoca una neuroinflamacion, y ésta afecta un proceso que ocurre tanto en el
giro dentado del hipocampo, como en el bulbo olfatorio, la neurogénesis adulta; que es la generacion
de nuevas neuronas después del periodo embrionario, en el cerebro de los mamiferos adultos. Al igual
se ha descubierto que la neurogénesis adulta es necesaria para la funcion hipocampal, ya que, esta

asociada al aprendizaje y memoria (Mishra et al., 2017; Mongiat & Schinder, 2011; Toda & Gage, 2018).

Por lo tanto, se han reportado casos en donde la neurogénesis adulta es afectada por la EA 'y que la
repeticion de una misma tarea, durante varios ensayos, realizada por varios dias, llamada
sobreentrenamiento aumenta la plasticidad sinaptica en el hipocampo, esto se ha observado a través
de la proteina sinaptofisina (marcador de vesiculas sinapticas), en el crecimiento de fibras musgosas

en el CA3 del hipocampo, esto debido a la induccién de experiencias adquiridas, resultando en un
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almacenamiento de la memoria espacial y una generacion de nuevas neuronas (Gémez -Padilla et al.,
2020).

En esta investigacion se busca demostrar que en el modelo esporadico de la EA inducido mediante la
administracion de la estreptozotocina intracerebroventricular provoca un deterioro cognitivo en los
animales, mientras que el sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, pudiera producir un
aprendizaje normal, mientras que en los animales sanos podria observarse un incremento en el
aprendizaje y cdmo estos cambios conductuales estan relacionados con la neurogénesis en el giro
dentado adulto, mediante la deteccion de proteina doblecortina (DCX, por sus siglas en inglés),
indicando una mayor neurogénesis. Del mismo modo que, al realizar este trabajo con modelos animales
nos permite en el area fisioterapéutica conocer la patologia histolégicamente, al igual observar los
distintos procesos celulares del sistema nervioso central y cuéles son los cambios que ocurren en ellos,
para con ello implementar distintas estrategias de intervencion que incluyan la terapia fisica y la terapia
cognitiva mejoran el aprendizaje y memoria en aquellos pacientes que padezcan la enfermedad de
Alzheimer.
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ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo y la forma mas comun de
demencia en la vejez, caracterizada por la pérdida progresiva de las actividades intelectuales, como el
deterioro de la memoria reciente, el razonamiento y el dafio en la memoria espacial; cambios en la
personalidad y la inhabilidad de autocuidarse (Bassani et al., 2017; Congcong et al., 2020; Sun et al.,
2015). Debido a la afectacién temprana de la corteza entorrinal y el hipocampo, que da como resultado
un sindrome en donde existe una desconexion entre las entradas sensoriales y los circuitos cortico-
subcorticales (Ramirez, 2018). Los pacientes con esta patologia presentan una ligera afectacion en la
orientacion, por lo general en las primeras etapas, manifestdndose con la desorientacién; la memoria
se muestra mas deteriorada en las etapas tempranas, también presentan dificultad para aprender y
recordar nueva informacion. En cuanto al lenguaje s6lo presentan problemas para nombrar las palabras
y la fluidez se ve disminuida, pero la estructura basica del lenguaje permanece intacta (Eratne et al.,
2018). Muestran cambios en su comportamiento como apatia, comportamientos inapropiados

socialmente, desinhibicién, depresion, alucinaciones y problemas del suefio (Zhao et al., 2016).

La EA afecta a 50 millones de personas en el mundo y cada afio se aumentan aproximadamente 10
millones mas de casos. El 60% de esta poblacion que padece la patologia se localiza en paises de
bajos o medios recursos (Lopez & Kuller, 2019). Se estima que la poblacién con Alzheimer sea de 52
millones en 2030 y de 152 millones de personas en 2050 (WHO, 2020). Aproximadamente hasta el afio
2014 existian 800,000 personas afectadas por la demencia en México. Se espera que esta cifra aumente
a 3.5 millones de mexicanos afectados para el afio 2050 (Bernal, 2017).

Alois Alzheimer en 1097, observé la aparicion placas seniles y marafias neurofibrilares en esta
patologia. De los dos casos que describié (Armstrong, 2013), en ambos aparecieron gran nimero de
placas, pero sélo en uno habia una cantidad excesiva de marafas neurofibrilares, complicando la teoria
de qué produce a la EA. Proponiendo varias teorias para la misma. Dando como resultado 8 de ellas:
1) degeneracién de partes anatémicas, 2) factores ambientales como la exposiciéon a aluminio, lesion
en la cabeza y malnutricion, 3) aceleracion de la vejez, 4) factores vasculares que comprometen a la
barrera hematoencefélica, 5) factores genéticos; como la mutacién de la presenilina 1 y presenilina 2,
al igual la proteina precursora amiloidea, 6) desordenes metabdlicos; resultando en disfunciones de la

mitocondria, 7) agentes infecciosos y 8) disfunciones en el sistema inmune (Armstrong, 2013).

La histopatologia que presenta esta enfermedad es la siguiente, comienza con un deterioro de la corteza

cerebral, acompafado de una pérdida de neuronas corticales y subcorticales, posteriormente se forman
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las placas seniles, formadas por proteina B-amiloide y ovillos neurofibrilares, compuestos de proteina

tau hiperfosforilada (Ramirez, 2018).

Por lo tanto, existen dos casos en los que puede presentarse el Alzheimer, en el primero,
aproximadamente menos del 5 % de éstos son hereditarios o genéticos, denominandose EA familiar
(Sun et al., 2015). Mientras que en el segundo, el 95 % restante de los pacientes que padecen Alzheimer
es de tipo esporadico (EAs), presentando una serie de causas epigenéticas, genéticas y por el estilo de
vida que llevan. Siendo uno de los factores de riesgo la edad, debido a que, en la etapa de la vejez,
aumenta la probabilidad de padecer Alzheimer. Con la presentacién de un peso y volumen menor del
cerebro, pérdida de sinapsis y dendritas, alargamiento de los ventriculos y sobre todo la aparicion de
placas B-amiloides y ovillos neurofibilares (Baglietto-Vargas et al., 2016), también ocurren alteraciones
como procesos neurodegenerativos en el hipocampo, la activacion de la microglia, el estrés oxidativo,
la neuroinflamacion, la falta de energia metabdlica y como consecuencia se ven reflejados en una

apoptosis (Lu et al., 2017).

Al mismo tiempo, la enfermedad de Alzheimer presenta distintos padecimientos previos, como eventos
cerebrovasculares, osteoporosis, problemas renales, estrés y diabetes; siendo la diabetes una de las
comorbilidades con mayor incidencia en la poblacién (Baglietto-Vargas et al., 2016). La diabetes mellitus
(DM) es una enfermedad crénica que se presenta por una falta de actividad pancreatica, ocasionando
un déficit en la produccion de insulina o una insuficiencia en el aprovechamiento de ésta por parte del
organismo, caracterizada por una hiperglucemia (who, 2021). En la actualidad se conoce que existen
receptores de insulina y transportadores de esta, llamados GLUT4, en el cerebro; en areas como el
hipocampo, hipotalamo y cerebelo (Mamelak, 2012). Si este sistema muestra una alteracion en la
absorcién y tolerancia de la glucosa, ésta repercute en la aparicién y desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer (Sun et al., 2015).

Varios estudios exponen que existe esta resistencia a la insulina cerebral y como consecuencia provoca
alteraciones en la sefializacién de la misma, tanto en EA como en casos de diabetes tipo 2, por lo tanto,
se ha propuesto que la EA es una forma de diabetes mellitus especifica del cerebro llamada “diabetes
tipo 3”. Por otro lado esta alteracion, afecta al sistema nervioso al formar mayor estrés oxidativo y
neuroinflamacion, induciendo una produccion elevada de la AB, generando a su vez una
hiperfosforilacién de la proteina tau que posteriormente repercute en las sinapsis neuronales y en la
cognicién. Estas alteraciones tienden a inducir anormalidades moleculares y celulares, afectando

gravemente la neurogénesis originada en el SNC (Chen et al., 2012; Qu et al., 2012).
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Modelos animales en la enfermedad de Alzheimer

Desde hace varios afios se estudia la enfermedad de Alzheimer con modelos animales, permitiendo
alcanzar un mayor conocimiento de la patologia, utilizando los ratones triple transgénicos para el estudio
del Alzheimer familiar, con la variacién de tres genes que codifican algunas proteinas como la proteina
precursora amiloidea (APP), la presenilina 1 (PS1) y 2 (PS2). Mientras que para el EAs, se utilizan
modelos animales como el ratbn mus musculus de la linea CD1, induciéndolo a través de algunos

compuestos tales como la estreptozotocina administrada de forma intracerebroventricular (icv).

Este mamifero mus musculus CD1 presenta actitudes y comportamientos adaptables al estudio de la
enfermedad, permitiendo un manejo sencillo sobre ellos. Es un animal de linea consanguinea, que
resulta de la cruza ininterrumpida entre hermanos y hermanas por mas de 20 generaciones. Es un
mamifero con habitos nocturnos, sangre caliente y sus comportamientos se ven influenciados por las
feromonas. Presentan un sentido del oido capaz de distinguir sonidos ultrasénicos y un sentido del olfato
que le permite reconocer a los miembros de su familia 0 a intrusos. Poseen un sistema inmune y genoma
similar al de los humanos. Su periodo de vida va de 1 a 1.3 afios (Benavides & Guénet, 2003; Vargas
Miranda et al., 2018).

Modelo esporadico de la Enfermedad de Alzheimer inducido con
estreptozotocina

En 1959 se descubrié un compuesto de glucosamina- nitrosourea, derivado de bacterias del suelo
Streptomyces acromogenes llamado estreptozotocina (STZ). En este mismo afio la administracion
intraperitoneal de estreptozotocina comenzé a utilizarse mediante la administracion intraperitoneal para
inducir diabetes en modelos animales, viendo que se producian los mismos sintomas que en los
humanos (Goyal et al., 2016). La STZ se administra de forma intraperitoneal y su accion radica en la
destruccion de células B-pancreéticas que secretan insulina, generando una insuficiencia de la insulina
y por consiguiente una hiperglicemia (Knezovic et al., 2013) . Por lo tanto el transportador GLUT2, no
puede llevar la glucosa dentro de las células B del pancreas, dando como resultado una diabetes tipo1
(Grieb, 2016).

Este transportador GLUT2 se localiza en varias zonas del sistema nervioso central como: el tronco
encefalico y el hipotalamo, donde también hay neuronas, astrocitos y células epiteliales que recubren a
los ventriculos laterales. Estas células neuronales del hipotalamo que detectan la glucosa se encuentran
dentro de la barrera hematoencefélica (BHE), siendo sensibles a la glucosa del flujo sanguineo o del

liquido cefalorraquideo (Grieb, 2016).

Por otro lado, en el afio 1994, el profesor Sigfred Hoyer implementd la administraciéon de la STZ
intracerebroventricular (icv). Esta administracion se hizo en ratas, en ambos ventriculos laterales, viendo
gue cuando realizaba la administracion ocurria una disminucién de la glucosa en el cerebro (Grieb,

2016), deduciendo que al momento de inyectar la STZ icv se induce una neuroinflamacion, un déficit
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colinérgico, estrés oxidativo y problemas en el metabolismo de la glucosa del cerebro (Bassani et al.,
2017); al igual provocando una disminucion de la neurogénesis adulta del giro dentado, todo esto
resultando en un deterioro cognitivo como la enfermedad de Alzheimer (Mishra et al., 2018), suponiendo
que este tipo de demencia pueda conocerse como “Diabetes tipo 3” (Grieb, 2016). Esta resistencia a la
insulina, por parte de los receptores que se encuentran en el hipocampo (Grillo et al., 2015), cerebro
basal anterior y estriado ventral (Knezovic et al., 2013), provoca un estrés oxidativo, dando origen a un
aumento de la A, facilitando la creacion de placa seniles, al igual se lleva a cabo una hiperfosforilacion

de la proteina tau y a una degeneracion neurofibrilar, causando deterioro cognitivo (Correia et al., 2011).

Actualmente, se reconoce que la insulina tiene un papel importante en la plasticidad sinaptica, la
memoria a largo plazo y el aprendizaje, sobre todo en el hipocampo. Esto se ha comprobado gracias al
estudio en pacientes que han padecido o padecen diabetes tipo 2, puesto que reflejan deficiencias en
la memoria y la atencién, en comparacion con los sujetos que jamas padecieron la enfermedad (Huerta
etal., 2013).

El hipocampo

El hipocampo es una estructura subcortical que proviene del telencéfalo, se localiza en la parte media
del I6bulo temporal, en humanos y primates. En roedores su posicién es rostro-caudal, hacia el I16bulo

temporal (Hernandez & Aguilar, 2015).

El hipocampo consta de: los cuernos de Amon (CA1, CA3) el hilus y el giro dentado (GD), el complejo
subicular y la corteza entorrinal (Figura 1) (Olivares Hernandez et al., 2015). Las neuronas que se
localizan en el hipocampo principalmente en el cuerno de Amaon son las células piramidales, en la banda
superior e inferior del GD se encuentran las células granulares; las células musgosas y las células de
canastas situadas en el area del hilus; por Gltimo, las interneuronas se encuentran distribuidas en todas

las partes del hipocampo (Bello-Medina, 2011; Bello Medina et al., 2018).
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Figura 1. Cuerpo del hipocampo. A) Corte coronal del cerebro, mostrando la region del hipocampo. B) Hipocampo
con sus limites respecto otras estructuras cerebrales. C) Hipocampo de rata en el que se muestra el cuerno de
Amon (CAL, CA2, CA3) y el giro dentado (GD) (modificado de Amaral et. al., 1989; Destrieux et al., 2013).

El cuerno de Amoén 3 (CA3), es la porcién mas proximal al GD, el CAL, es la porcién més distal del GD
y mas proxima al CA3. El giro dentado se compone por tres regiones: la banda infrapiramidal o banda
inferior (neuronas que limitan con el CA3), la banda suprapiramidal o banda superior (neuronas limitadas
con CAl) y el ginu, siendo el vértice del GD, en donde se conectan las dos bandas. Estas bandas se
dividen en cuatro amplias capas: 1) La capa molecular, con dendritas de las neuronas granulares; 2) la

capa de las células granulares, constituida por los somas de las neuronas granulares; y la 3) la capa
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polimorfica, formada por células musgosas que estan ausentes de mielina en sus axones y la 4) la zona
subgranular que se encuentra entre las neuronas granulares y el hilus, esta ZSG se considera un nicho
de la neurogénesis (Figura 2) (Adel K. Afifi, 2006; Bello Medina et al., 2018).

Figura 2. Zona subgranular (ZSG) del giro dentado, capa de células granulares (CCG) y el hilus del giro dentado
(modificado de Masiulis et al., 2011).

Las conexiones del giro dentado son unidireccionales. Comenzando con aferencias que aparecen en la
corteza entorrinal, son enviadas al hipocampo por medio de la via perforante, que es la primera entrada
de informacién. La capa Il de la corteza entorrinal manda sus proyecciones hacia el GD y CA3; y la capa
Il se proyecta hacia CA1. Por otro lado, las células granulares proyectan sus fibras musgosas hacia las
dendritas de las neuronas piramidales de CA3. A su vez las neuronas piramidales del CA3 tienen
proyecciones hacia las dendritas de las células piramidales de CA1, por medio de las colaterales de
Schaffer. Siendo este el circuito trisindptico del hipocampo (Figura 3) (Amaral, 2007; Bello-Medina,
2011; Olivares Hernandez et al., 2015).
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Figura 3. Esquema de los circuitos del hipocampo adulto (Olivares Hernandez et al., 2015).

Los principales neurotransmisores del hipocampo son el acido y-amino butirico (GABA), el glutamato
(GLU), la acetilcolina (ACh), la serotonina (5-HT) y la noradrenalina (NA) (Bello-Medina, 2011; Bello
Medina et al., 2018; Castro-Sierra et al., 2007). Las neuronas piramidales y granulares son de tipo
glutamatérgicas, representando un 85 o 90 % del total de las neuronas del hipocampo, mientras el otro
15 0 10% lo representan las neuronas GABAérgicas, que ayudan el control y a la regulacion de las
células glutamatérgicas. La mayoria de las interneuronas del hipocampo son GABAérgicas, producen y

liberan este neurotransmisor inhibidor (Bello Medina et al., 2018; Masiulis et al., 2011).

En la EA macroscopicamente puede observarse una atrofia en el I6bulo temporal medial, con cambios
en la corteza entorrinal y después el hipocampo. Afectando el almacenamiento y la recuperacion de
nuevos recuerdos, al igual que la navegacion espacial de los individuos que la padecen. Puesto que, se

ha demostrado en estudios anteriores que el hipocampo tiene un papel importante en el aprendizaje y

memoria (Lazarov & Hollands, 2016; Moodley & Chan, 2014; Mu & Gage, 2011).
Aprendizaje y Memoria

El aprendizaje se considera un desarrollo mental, resultando de una relacién entre la interaccion social,
el sistema nervioso y la afectividad, considerdndose a éste como la funcién cognitiva. Mientras que la
memoria es el proceso por el cual todo lo que hemos conocido del mundo se codifica, almacena y mas

tarde se ve recuperado (Aguirre-Siancas, 2014b; Rodriguez Arocho, 1999).

El hipocampo fue llamado el corazén del sistema limbico, por McLean, esta estructura se tiene una
mayor interaccion con la corteza temporal y el septum. También tiene un papel fundamental en el

aprendizaje y la memoria de los seres vivos y se encuentra altamente relacionado con las tareas
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espaciales, por lo tanto la actividad de sus células tienen un papel en la representacion espacial

(Arushanyan & Beier, 2008; Ramirez Amaya et al., 2001).

Se relata que el hipocampo es muy importante para la memoria asociativa. Como se sabe el aprendizaje
se considera como un cambio estructural y funcional del sistema nervioso, resultando en un cambio
relativamente permanente en la conducta y la memoria es toda aquella informacién aprendida y
almacenada en los circuitos neuronales (Olivares Hernandez et al., 2015). El aprendizaje adquirido se
ve influenciado por caracteristicas de estimulos particulares, los estados motivacionales y muchas
veces ésta se ve impulsada por la curiosidad, influyendo en la formacién de la memoria (Gruber et al.,
2014).

Por lo tanto, el tipo de memoria declarativa esta relacionada con las estructuras del l6bulo temporal
medial, el hipocampo, la corteza entorrinal y parahipocampal, es aquella que nos permite recordar
hechos o eventos sucedidos con anterioridad. De acuerdo con Aguirre-Siancas la memoria declarativa
es un proceso de secuencias, que incluye la obtencién de conocimientos, el almacenamiento de la
informacion y la recuperacion para traerla al presente. Esta memoria se divide en: episddica,
refiriéndose al tiempo y lugar, y la semantica; que es mas independiente del contexto donde se aprendi6
(Aguirre-Siancas, 2014a; Gold et al., 2006).

Durante la enfermedad de Alzheimer ocurre una pérdida progresiva de la memoria, alguna evidencia
insinda que los déficits de la memoria se desarrollan antes de llegar a ser un deterioro cognitivo leve
(MCI; por sus siglas en inglés: mild cognitive impairment). Un sintoma esencial de la enfermedad de
Alzheimer es la pérdida de la memoria episddica, presentando episodios en donde el paciente “se
pierde” o se encuentra desorientado en tiempo y espacio. Mientras que en los modelos animales de la
enfermedad de Alzheimer esporadica, comienzan con una disfuncién cerebral crénica, progresiva y a
largo plazo en el aprendizaje y memoria de estos animales, al igual en el comportamiento de su
cognicién (Bernardo et al., 2020; Lazarov & Hollands, 2016; Moodley & Chan, 2014).

Neurogénesis postnatal en el adulto

Hace varias décadas se consideraba que el sistema nervioso en el adulto tenia una regeneracion nula,

una vez que se veian afectadas las neuronas éstas no volvian a nacer.

Con el paso de los afios y gracias a diferentes investigadores, actualmente se sabe que existe un
proceso complejo en el SNC, a partir de células pluripotenciales y progenitoras neurales, para producir
neuroglia y nuevas neuronas que se integran en las redes neuronales preexistentes, llamado

neurogénesis adulta.

En 1962, Joseph Altman realizo el descubrimiento de la neurogénesis adulta (NA) en el cerebro de ratas
utilizando timidina tritiada como marcador para las nuevas neuronas, observando un mayor porcentaje

de éstas en el bulbo olfatorio y en el giro dentado del hipocampo (Lois & Kelsch, 2014).
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La neurogénesis adulta se genera a partir de la diferenciacion de células madre, para migrar e integrarse
en los circuitos neuronales, esta formacion de nuevas neuronas se lleva a cabo en nichos neurogénicos
que cuentan con todo lo necesario como, hormonas, factores de crecimiento y neurotransmisores(de
Miranda et al., 2017; Vidal, 2009). Los nichos neurogénicos se encuentran regulados por: hormonas,
tales como el estradiol aumentando la proliferaciéon de neuronas en el hipocampo, a su vez la prolactina,
junto con las hormonas que secreta la tiroides, también realizan el mismo efecto en la zona
subventricular de los roedores (Vidal, 2009). También por neurotransmisores como el glutamato, el
GABA, la serotonina y la acetilcolina (Balu & Lucki, 2009). A su vez el aumento en la expresion de
algunos factores de crecimiento como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas
en inglés), el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF por sus siglas en inglés) y el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF por sus siglas en inglés), ayudan al aumento de la proliferacién

de células progenitoras de neuronas (Cardenas et al., 2005)

Las células madre tienen dos caracteristicas principales:1) autorrenovarse mediante divisiones
simétricas o asimétricas y 2) diferenciarse en células especializadas. La divisién simétrica resulta en
dos hijas idénticas a la célula madre, generando un aumento de células madre; la divisién asimétrica da
origen a una célula idéntica y a otra que tiene un potencial para dividirse limitado, reproduciendo asi
progenitores que pueden diferenciarse hacia una célula en especifico. Las células madre neurales son
multipotentes, logrando generar precursores neurales, que a su vez generan neuronas o células gliales
(Navarro-Quiroz et al., 2018).

Existen dos regiones del cerebro en donde se han reportado neurogénesis en el adulto, la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo y zona subventricular (ZSV), donde las nuevas

neuronas migran al bulbo olfatorio.
Neurogénesis en el giro dentado

La zona subgranular (ZSG) del hipocampo se encuentra entre la capa granular del giro dentado vy el
hilus, en este espacio se localizan células madre neurales que producen precursores neurales,
generando a su vez neuronas inmaduras; que migraran una distancia corta y se integran en el circuito
neural preexistente para convertirse en neuronas granulares maduras del giro dentado (Figura 4) (Bao
et al., 2017; Bello-Medina, 2011).
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Figura 4. Neurogénesis en zona subgranular (ZSG) del giro dentado. A) Corte coronal de cerebro de ratén,
mostrando el hipocampo (HP) y el giro dentado (GD). B) Zona subgranular ampliada, visualizando los astrocitos
(As, azul), células nuevas sin diferenciar (células D, naranja), células granulares (célula G). c) Progenie de las
células de la ZSG (modificado de Alvarez-Buylla & Lim, 2004).

Las células madre neurales son células tipo I, su cuerpo celular se encuentra en la zona subgranular
(ZSG) y su proceso se extiende en la capa molecular, teniendo caracteristicas de glia radial; las cuales
producirdn astrocitos, células ependimarias, oligodendrocitos y células precursoras de neuronas
nuevas; expresando los marcadores GFAP y Nestina. Estas células madre neurales se diferenciaran,
entre 3 y 7 dias después de su nacimiento, en progenitoras neurales intermedias o células nuevas sin
diferenciar; llamadas células tipo 2a, transformandose para mostrar mas caracteristicas neuronales,
cambiando a células tipo 2b, siendo equivalentes a las células nuevas sin diferenciar (células D) (Figura
4). Después de diferenciarse en células tipo 2b (células D), éstas expresan el marcador doblecortina en
la etapa de diferenciaciéon y migracion. Posteriormente se diferencian para dar origen a neuroblastos o
células de tipo 3. Después de una diferenciacion post mitética, las células tipo 3 expresan los
marcadores doblecortina y NeuN, dando origen a neuronas inmaduras o neuronas maduras. Las nuevas
neuronas granulares generan sus proyecciones dendriticas hasta alcanzar la capa molecular,
atravesando las células granulares, llegando a las dendritas de las células piramidales de CA3, por
medio de las fibras de la corteza entorrinal. La estructura del axon y arbol dendritico inicial 14 dias
después de su nacimiento (Figura 5) (Abbott & Nigussie, 2020; Alvarez-Buylla & Lim, 2004; Bello-
Medina, 2011; Gatt et al., 2019; Kempermann et al., 2015; Navarro-Quiroz et al., 2018).
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Figura 5. Neurogénesis adulta. A) Células tipo 1, con caracteristicas de glia radial. 2) Células tipo 2a, con migracién
tangencial, teniendo division celular. C) Células tipo 2b, migracion tangencial y ascenso hacia las células granulares.
D) Células precursoras a tipo 3. E) Células tipo 3. F) Neuronas granulares inmaduras. G) Neuronas granulares
maduras (modificado de Abbott & Nigussie, 2020).

Existe un subgrupo de las células tipo 2 se le conoce como “silencioso”, puesto que, responde al GABA
ténico, mandando respuestas a diferentes distancias fuera de la sinapsis. Mientras que el otro subgrupo
es llamado “solo GABA”, porque es despolarizado por el GABA fasico, pero aun no responde a

estimulos glutamatérgicos (Bello-Medina, 2011; Masiulis et al., 2011).

A medida que las células maduras se diferencian en neuronas granulares del giro dentado, responden
al GABA tdnico y reciben aferencias fasicas GABAérgicas. Esta entrada fasica es importante porque
despolariza a las neuronas maduras y aumenta los niveles de Ca2+ a nivel intracelular, y se sabe que

el aumento de Ca2+ estimula la expresién de NeuroD (Masiulis et al., 2011).

Ademas, en la etapa tardia de la neurogénesis adulta, cuando las neuronas inmaduras estan generando
sinapsis en CAS3, éstas reciben las primeras entradas dendriticas glutamatérgicas excitatorias.
Posteriormente existe un cambio de despolarizar a hiperpolarizar el GABA y completar la integracion de

las neuronas al circuito preexistente (Ge et al., 2008; Masiulis et al., 2011).
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Por ultimo, una vez que las neuronas se encuentran completamente integradas en las redes del giro
dentado, pueden regular glutamatérgicamente la actividad de las interneuronas, con las entradas
GABAérgicas perisomaticas (Ge et al., 2008; Masiulis et al., 2011).

Marcadores de neurogénesis: Proteina doblecortina (DCX)

En la actualidad existen diferentes marcadores de la neurogénesis adulta (NA), el principal es el analogo
a la timidina que utiliz6 Josep Altman, el 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), el cual se une a las células en
la fase S de sintesis al ADN, que permite saber si ya ha pasado por una division celular (Bello-Medina,
2011).

Durante la proliferacién de las células precursoras neurales inactivas se pueden expresar los
marcadores de Nestina o GFAP. Durante la etapa de diferenciacion, en estas células intermedias
aparece Unicamente el marcador de Nestina, sefialando una division mitética de estas células (Balu &
Lucki, 2009).

Al momento de la diferenciacion y la migracion la proteina doblecortina se hace presente, esta se une
a la polimerizacién de los microtibulos, entre el dia primero y catorce, permitiendo observar los
neuroblastos 0 neuronas inmaduras, en las proyecciones principales y en los conos de las neuritas, que

se diferenciaran en células glutamatérgicas granulares (Jurado, 2007; Mu & Gage, 2011).

La proteina DCX se encuentra en los precursores neuronales mitéticos tardios y en las neuronas post
mitéticas tempranas. Y su expresion comienza cuando la proteina Nestina deja de expresarse, y se
apaga cuando comienza la expresién del NeuN, que son las neuronas maduras (Figura 6) (Corrales,
2015; Gatt et al., 2019; Navarro-Quiroz et al., 2018; Von Bohlen Und Halbach, 2007).
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Figura 6. Marcadores neuronales en los diferentes estadios de la neurogénesis adulta (modificado de Gatt et al.,
2019).

La generacion de nuevas neuronas en el GD se encuentra altamente implicada en el aprendizaje y la
memoria, debido a que estas nuevas neuronas se afiaden a la capa granular, la cual sufrird cambios
estructurales debido a la plasticidad generada por la potenciacién a largo plazo. Ademés, esta
neurogénesis adulta se ve comprometida en la capacidad para adquirir trazos de memoria dependientes
del hipocampo dorsal (Lazarov & Hollands, 2016; Mu & Gage, 2011; Shors et al., 2002).

Sun y colaboradores (2015), realizaron un protocolo en el que administraron estreptozotocina
intracerebroventricular en ratas, para observar la neurogénesis generada en el hipocampo. Ellos
utilizaron dos grupos de ratas, un primer grupo al cual se le administrd el compuesto y al tercer mes se
le aplico la eutanasia, y el segundo grupo, al que se le inyect6 la STZ-icv y dejaron que pasara un mes
para aplicar la eutanasia. Al analizar los cortes en la zona subgranular del GD por medio de un
microscopio de luz, se encontré una disminucién de la proteina DCX en las ratas que estuvieron bajo
los efecto de este compuesto en el periodo de tres meses, en comparacién con las ratas que solamente

se expusieron un mes a la estreptozotocina intracerebroventricular.

Estudios realizados por Mishra y colaboradores (2020), administraron estreptozotocina
intracerebroventricular a ratas y notaron una disminucién en la neurogénesis adulta, en comparacion
con el grupo control al que se les aplicé liquido cefalorraquideo via icv. Estos animales recibieron un
tratamiento de insulina intranasal, para ver el efecto que podia producir en la neurogénesis de las ratas.
En estos animales se midié el aprendizaje discriminativo olfatorio, a través de pruebas para el olfato;
con distintos olores como: canela, curcuma y café. Como conclusidn encontraron que la
estreptozotocina caus6 un decremento de la proteina DCX en la zona subventricular, pero gracias al

tratamiento farmacolégico con la insulina intranasal se revirtid este efecto en la proteina DCX
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Sasaki y colaboradores (2019), realizaron un protocolo en ratones con el modelo de la EAs, tras la
administracién de estreptozotocina intracerebroventricular. Después de la induccién estos animales
fueron tratados con el péptido-2 similar al glucagén (GLP-2), su tarea conductual consistié en realizar el
laberinto acuatico de Morris, 3 ensayos durante 5 dias. Al concluir mostrando como resultados que los
animales tratados con GLP-2 presentaron un mayor nimero de células positivas para el marcador Ki67
en la zona subgranular, al igual hubo un aumento de la proteina DCX, en comparacién con el grupo que

fue tratado con el tampon fosfato salino.

Por lo tanto, las alteraciones en la conducta que presentan los modelos preclinicos de la enfermedad
de Alzheimer esporadica estan altamente relacionadas con la baja retencion del aprendizaje y la pérdida
de la memoria que se observa en estos animales, produciendo como consecuencia una disminucién en
la neurogénesis adulta del hipocampo, resultando de los cambios metabdlicos y estructurales que se

generan a partir de esta patologia.

Sobreentrenamiento cognitivo en el laberinto acuatico de Morris

Los seres humanos tenemos la capacidad de reconocer estimulos a los cuales hemos estado expuestos
anteriormente, asociarlos y muchas veces nos permiten orientarnos gracias a las relaciones que
realizamos con ellos mismos. La mayoria de los animales pueden orientarse en el espacio para crear

sus conductas de acuerdo al entorno en el que se encuentran en cierto momento (Ramirez, 2018).

El aprendizaje y la memoria espacial tienen una estrecha relacion con la capacidad de obtener y retener
asociaciones del medio ambiente, para permitir al ser vivo desenvolverse en el entorno. Existen
evidencias que sugieren que la sinapsis del hipocampo inducidas por las experiencias del aprendizaje
tienen nexos con la formacién de la memoria espacial (Gémez -Padilla et al., 2020; Ramirez Amaya et
al., 2001; Ramirez, 2018).

El laberinto acuatico de Morris se ha implementado para estudiar la memoria espacial en modelos
animales, este paradigma fue desarrollado por Richard Morris, hace mas de 30 afios. Esta tarea se ha
utilizado en estos animales debido a que no se utilizan estimulos negativos para que el animal la lleve

a cabo (Garthe & Kempermann, 2013; Ramirez, 2018; Santiago et al., 2008).

El aprendizaje y la memoria espacial pueden mejorar a través de la memoria alocéntrica y egocéntrica.
La memoria alocéntrica depende del hipocampo y la memoria egocéntrica, es dependiente del nicleo
caudado. Esta mejora en el aprendizaje y la memoria puede producirse a través de una exposicion
repetida de una tarea conductual o un sobreentrenamiento de esta, dando como resultado un cambio
estructural o funcional de dicha estructura que se encarga de realizar la tarea. Por lo tanto, el
sobreentrenamiento se define como un aumento en el ndmero de experiencias adquiridas por medio
de ensayos de una tarea durante varios dias, reflejando un mejor rendimiento en los animales (Kealy
et al., 2008; Morris et al., 1990).
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Esto se vio reflejado en el proyecto que realizé6 Morris en 1990, con colaboradores, en donde trabajo
con ratas, a las cuales dividié en grupos de acuerdo con la lesion que les provoco, tras la administracion
de acido iboténico en las areas de hipocampo y subiculum. Estos grupos se dividieron en lesién
hipocampal, lesion en el subiculum y lesién en ambas areas (hipocampo + subiculum) y el grupo control
al cual no se le practicé una cirugia. Posteriormente realizaron una tarea conductual en el laberinto
acuatico de Morris, durante 6 dias con 8 ensayos diarios, logrando 48 ensayos totales, denominandose
sobreentrenamiento. Al cabo de finalizar esta tarea observaron una mejora en las ratas que presentaban
lesiones, tanto en el hipocampo como en el subiculum, mostrando una mejor latencia de escape, o
disminucién en el tiempo para llegar a la plataforma, al paso de los dias y de los ensayos, esto indicando
un aprendizaje, mientras que el grupo que presenté lesién en ambas areas, no mostré alguna diferencia
significativa (Figura 7).
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Figura 7. Grupos: C: control; HPC: lesién en hipocampo; SUB: lesién en subiculum; H+S: lesién en ambas areas
(hipocampo + subiculum). A) Adquisicién, se observa una rapida adquisicioén en el grupo control, mostrando una
latencia de escape significativamente més rapida en comparacion con los grupos que tienen la lesion, pues estos
tienen una latencia de escape mayor y un menor cruce en el cuadrante objetivo. B) Sobreentrenamiento muestra
una disminucion en el tiempo de escape y un aumento en el porcentaje de los cruces en el cuadrante objetivo en
los grupos de HPC y SUB. El grupo con ambas lesiones (H+S) muestra una mejoria, sin embargo, no es tan
significativa puesto que sigue estando afectado (modificado de Morris et al., 1990).

En el afio 1999, Ramirez-Amaya y colaboradores realizaron un protocolo en ratas, con la finalidad de
evaluar los efectos del sobreentrenamiento en el hipocampo, su objetivo fue comprobar la
sinaptogénesis en el CA3 después de un sobreentrenamiento. Estos animales se dividieron en tres
grupos de los cuales el grupo LAM1: laberinto acuético de Morris 1, s6lo realizé un dia de entrenamiento,
el siguiente grupo LAM2: realiz6 la tarea por dos dias y por ultimo el grupo LAM3: fue sometido a un
sobreentrenamiento de tres dias, esto debido a que el nimero de ensayos fue mayor, en comparacion
con los otros dos grupos. Al obtener resultados reportaron un aprendizaje significativo entre los grupos
LAM2 y LAMS3, conforme el aumento de los ensayos y las sesiones, mientras que los animales que

realizaron un sobre entrenamiento lograron disminuir significativamente la latencia de escape, para
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llegar a la plataforma del laberinto. Por ultimo, estos investigadores realizaron un corte coronal al tejido
cerebral y realizaron una tincién Timm que mostrd un cambio en las fibras musgosas del estrato oriens,
indicando una sinaptogénesis, indicando una posible relacién entre este cambio morfolégico y la
memoria a largo plazo (Figura 8).
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Figura 8. Grupos: CN: control de nado, LAM1: laberinto acuatico de Morris un dia de entrenamiento, LAM3:
laberinto acuético de Morris tres dias de entrenamiento. A) Se muestra una disminucion en la distancia de nado a
partir del segundo ensayo del primer dia en todos los grupos, sin embargo, tras tres dias consecutivos de 8 ensayos
cada uno, el sobreentrenamiento, se ve una notable disminucién en el tiempo de este nado en el grupo LAM3. Se
realizé una tinciéon Timm en las fibras musgosas del hipocampo, en un corte coronal, de ambos grupos; el CN y el
LAM3. Mostrando un aumento de estas fibras en el estrato oriens en las ratas que realizaron el LAM3 o
sobreentrenamiento (modificado de Ramirez-Amaya et al., 1999).

Por ende, al ejecutar un sobreentrenamiento conlleva a una mejora en el aprendizaje espacial,
mostrando cambios en la sinapsis plastica entre las fibras musgosas y el CA1 del hipocampo, por lo

tanto, esta intervencién se puede proponer como una terapia cognitiva.
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Alzheimer representa una de las demencias con mayor prevalencia en México y en
el mundo, esto como consecuencia de las diferentes enfermedades metabdlicas y degenerativas que
presenta la poblacion en nuestro pais, siendo uno con la mayor tasa de obesidad adulta y sobre todo
infantil. Generando posteriormente enfermedades como la diabetes mellitus, hipertension, entre otras.
Para el afio 2014, se reportaron por lo menos 800,000 casos de la EA en México esperandose que esta
cifra aumente a 3.5 millones, para el afio 2050 (Bernal, 2017).

Una de las principales barreras a las que se enfrenta la rama de la fisioterapia, es el estudio de la causa,
las alteraciones histolégicas y la interaccion de diversos factores en la EA, asi como la histologia de
otros procesos celulares que ocurren en el SNC, debido a que, estas investigaciones no se pueden
realizar en los humanos, solamente en cerebros post mortem. Pero a lo largo de la historia, se ha
logrado encontrar distintas formas para investigar a la EA. Por lo tanto, se ha implementado el uso de
modelos animales, como en el caso de la enfermedad de Alzheimer, donde para el tipo familiar se
utilizan los animales transgénicos y para el tipo de Alzheimer esporadica (que pertenece al 95% de
todos los casos) se utiliza el modelo inducido por medio de compuestos como la estreptozotocina, cuya
inyeccién es intracerebroventricular. Este compuesto que proviene del compuesto nitrosurea
glucosamina y ha sido administrado en roedores, tanto en ratas como ratones, permitiendo obtener un

mayor conocimiento sobre el comportamiento de esta patologia.

El realizar trabajos en modelos animales permite un mayor control en las variables de los estudios, que
se realizan para el estudio del deterioro cognitivo que produce la enfermedad de Alzheimer. Uno de
ellos seria la etapa (leve, moderado, avanzado) de esta patologia en la que se encuentra el raton con
el que se esta trabajando, al igual se pueden controlar las condiciones de estos animales y obtener
muestras homogéneas para realizar los estudios. A su vez, también facilitan el trabajar proyectos antes
de la patologia, durante la aparicién de las alteraciones de la EA, proporcionando un mayor monitoreo
de los roedores, resultando en una estandarizacion adecuada para el estudio, por ello es factible trabajar

con ciencia béasica en la rama de la fisioterapia.

A través de los estudios realizados en los roedores se ha obtenido informacion sobre las alteraciones
que ocurren en el SNC, sobre todo en la regién del hipocampo, ya que esta es la que se afecta primero
en la EA. Estos animales utilizados en los protocolos han demostrado una neurotoxicidad,
neuroinflamacioén y problemas con la energia metabdlica del SNC, produciendo como consecuencia las
placas B-amiloides, los ovillos neurofibrilares de la proteina Tau y la resistencia a la insulina en los

receptores que se encuentran en el hipocampo, una estructura cerebral relacionada con los procesos
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cognitivos como el aprendizaje y la memoria; por ende nos permite obtener una mayor informacién de

esta enfermedad, entendiendo cémo es que se comporta en el SNC y los cambios que conlleva en él.

Por lo que, entre todas las diferentes repercusiones que produce esta enfermedad se encuentra la
pérdida de la memoria espacial, debido a que esta es regulada por el hipocampo. Varios estudios
muestran que en el GD del hipocampo en el adulto ocurre el nacimiento de nuevas neuronas, lo que se
conoce como la neurogénesis adulta, estas nuevas neuronas granulares se encuentran implicadas en
el aprendizaje y memoria de largo plazo, por lo tanto, en sujetos que padecen la EA, la tasa de

neurogénesis es disminuida.

Estudios anteriores han propuesto distintas estrategias de intervencion para el tratamiento de la EA,
como las intervenciones farmacoldgicas donde la mejora en los animales se espera a través de la
administracion de distintas sustancias, tales como la insulina aplicada por via intranasal; y las no
farmacoldgicas, en las cuales se utiliza el ejercicio fisico o la intervencidn cognitiva. Un ejemplo de una
intervencién cognitiva es el sobreentrenamiento de una tarea cognitiva, que consiste en el aumento de
ensayos en el aprendizaje de las tareas conductuales, esta intervencion ha mostrado efectos positivos
en ratas con lesiones hipocampales, encontrando un mayor aprendizaje en estas después de la
intervencién. Al igual, en el protocolo de Ramirez- Amaya et al. (1999), el sobreentrenamiento produjo
un aumento en las fibras musgosas del estrato oriens, que se encuentra relacionado con un aumento
en las sinapsis. Y con estos hallazgos en los animales, se puede sugerir que estos efectos pueden

mitigar las alteraciones sinépticas de la enfermedad de Alzheimer tipo esporéadica.

Por lo tanto, en esta investigacién se busca implementar la estrategia del sobreentrenamiento en el
laberinto acuatico de Morris; enfocado al aprendizaje espacial, en modelos de la enfermedad de
Alzheimer esporéadica, inducidos por la administracion de estreptozotocina intracerebroventricular, que
presentan deterioro en el aprendizaje y, por lo tanto, una posible afectacién en la neurogénesis adulta
en el GD del hipocampo; por ende, también se busca estudiar el efecto de una tarea cognitiva a través

del sobreentrenamiento como estrategia terapéutica para ralentizar o mejorar el deterioro cognitivo.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La administracion de estreptozotocina intracerebroventricular inducira un deterioro en el
aprendizaje espacial y en la neurogénesis del adulto en el giro dentado del hipocampo y estos
efectos podran ser revertidos utilizando el sobreentrenamiento cognitivo en el LAM?

HIPOTESIS

H1: La administracién STZ-icv producira un deterioro en el aprendizaje espacial en un entrenamiento

de una sesioén en el LAM.

H2: El sobreentrenamiento cognitivo (tres sesiones) en el LAM producira un aprendizaje moderado

en el grupo STZ-icv.

H3. La administracion de la estreptozotocina intracerebroventricular disminuird la neurogénesis

adulta del giro dentado del hipocampo.

H4: El sobreentrenamiento cognitivo (tres sesiones) en el LAM producira una reversion de la

disminucién en la neurogénesis del adulto en el GD del hipocampo en el grupo STZ-icv.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los efectos que provoca la administracion de estreptozotocina intracerebroventricular y
el sobreentrenamiento en el laberinto acuatico de Morris sobre en el aprendizaje espacial y en

la neurogénesis del adulto en el GD del hipocampo.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la administracion STZ-icv sobre el peso corporal, en un modelo animal.

e Evaluar el efecto de la administracion STZ-icv sobre el aprendizaje espacial, en un modelo
animal.

e FEvaluar el efecto de la administracion STZ-icv sobre los niveles de la proteina DCX en la
banda suprapiramidal, infrapiramidal y el ginu del GD en el hipocampo dorsal de un modelo
animal.

e Evaluar el efecto de una o tres sesiones de entrenamiento en el LAM, sobre el aprendizaje
espacial, tanto en roedores con EA inducida, como en roedores sanos.

e Evaluar el efecto de una o tres sesiones de entrenamiento en el LAM sobre los niveles de
la proteina DCX en la banda suprapiramidal, infrapiramidal y el ginu del GD en el hipocampo

de un modelo animal con EA esporédica, asi como en un modelo animal sano.
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Materiales y método

Los experimentos se llevaron a cabo con los lineamientos bioéticos del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México para el uso de animales experimentales, de acuerdo con las
normas estipuladas en la “Guide for care and use of laboratory animals” del instituto nacional de salud
(Liu et al., 2016).

Animales

Se utilizaron 54 ratones macho de la cepa CD1 (25-45 g) obtenidos del bioterio del Instituto de
Neurobiologia, Universidad Nacional Autbnoma de México. Fueron asignados aleatoriamente 3-4
ratones por caja (19 x 29 x 12 cm), en un cuarto con temperatura de 21°C y con un ciclo de 12 h

luz/oscuridad, con acceso libre a comida y agua.
Induccion del modelo esporadico de la EA

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital por via intraperitoneal (50 mg/kg) antes de la cirugia
estereotaxica. La cabeza de los animales fue colocada en el aparato estereotaxico, para posteriormente
localizar el &rea de Bregma y los ventriculos laterales con las coordenadas AP: +0.3, ML: £ 0.1, DV: -
0.3 mm (Paxinos & Franklin, 2001). Se administrd estreptozotocina intracerebroventricular (3 mg/kg)
diluida en liquido cefalorraquideo artificial, en los ventriculos laterales. A los grupos vehiculo (VEH) se
les administro liquido cefalorraquideo artificial (LCRa). Este procedimiento se realizé en dos sesiones,
el primer dia la estreptozotocina (1.5 mg/Kg) se administré en un ventriculo y al tercer dia en el ventriculo
contralateral (1.5 mg/Kg). Después de la cirugia, durante treinta dias los animales se encontraron en
observacion, a la par de esto los animales pesaban dos dias por semana, desde el dia uno, hasta el dia

29, para monitorear y confirmar que no existiera algiin cambio metabdlico en éstos (Figura 9).
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Figura 9. Protocolo de la administracion de estreptozotocina intracerebroventricular para inducir la enfermedad de
Alzheimer esporadica en los ratones, monitoreo del peso por 29 dias, dia 30 se realiza la conducta y se aplica la
eutanasia en los animales.

Disefio del estudio

Los ratones se asignaron aleatoriamente en cuatro grupos: 1) STZ-bioterio (BIO); los cuales no
realizaron ninguna tarea, 2) STZ-control de nado (CN); fueron sometidos a 8 ensayos de entrenamiento
con un intervalo de ensayo de 60s durante tres dias en el laberinto acuético de Morris (LAM) sin acceso
a la plataforma, 3) STZ-LAM1 quienes fueron entrenados en el LAM en 8 ensayos con un intervalo de
sesion de 60s durante una sesion o 4) STZ-LAMS3 realizaron 8 ensayos durante tres sesiones de

entrenamiento, todos los grupos con sus respectivos controles (VEH).
VEH- icv BIO (4) CN (4) LAM1 (8) LAMS3 (8)
STZ-icv BIO (4) CN (4) LAM1 (12) LAM3 (10)

Tabla 1. Asignacién de los animales en los cuatro grupos. VEH-icv: administracion de liquido
cefalorraquideo, STZ-icv: administraciébn de estreptozotocina intracerebroventricular. BIO: grupo
bioterio, CN: grupo control de nado, LAML1: laberinto acuatico de Morris con una sesion de entrenamiento
y LAMS3: laberinto acuatico de Morris con tres sesiones de ensayos. Dentro de los paréntesis se

encuentra la cantidad de animales experimentales en cada grupo.
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Laberinto acuatico de Morris (LAM)

Antes de comenzar con la tarea conductual, los animales fueron manipulados con la técnica albondiga,
por tres minutos diariamente durante tres dias consecutivos. Para adaptarse a las condiciones del

investigador.

Esta tarea de LAM consiste en un tanque circular negro, con 100 cm de diametro, 60 cm de altura, con
una plataforma negra sumergida 0.5 cm bajo la superficie del agua, colocada en una posicion fija,
rodeada de varias sefiales espaciales en un cuarto con poca luz. Este tanque se llena con agua a una
temperatura de 21+ 1°C. Ademas, se conectd una camara en medio del cuarto para grabar la conducta

del ratén.

La conducta comienza cuando el animal es depositado sobre la plataforma, para que haga conocimiento
de esta, permanece sobre ella 20 s y posteriormente, se extrae del tanque. A continuacion, el raton es
colocado en el tanque desde un punto de inicio, existen 4 puntos de inicio, todos con la misma distancia
hacia la plataforma. Se inicia por el punto 1; que es el primer ensayo; se deja nadando por 60 s, de los
cuales tiene que usar para encontrar la plataforma, si el raton no localiza la plataforma, se le guia con
la mano hacia ella y se deja ahi por 20 s. En el segundo ensayo se deja nuevamente nadando libre,
pero si esta vez no encuentra la plataforma, se retira y se deja en reposo por 30 s. En los siguientes
seis ensayos restantes el raton es liberado de los puntos de inicio faltantes, para trabajar la misma
mecanica del nado de 60 s; para que logre encontrar la plataforma (Figura 10).
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Figura 10. A) Representacion del tanque acuético de Morris con su plataforma de escape, mostrando la division
imaginaria de los cuadrantes, dividiéndolo en norte (N), sur (S), este (E) y oeste (O). B) Tanque acuatico de Morris,
mostrando las sefiales espaciales para los animales, alrededor de este, colocados al norte, sur, este y oeste.

Una vez iniciada la conducta, se comienza a medir la latencia de escape de cada animal durante los
ensayos, para comprobar que haya un aprendizaje en estos, al igual se mide la velocidad de nado para

poder discernir entre el aprendizaje y el desempefio motor en los animales.
Eutanasia y extracciéon de cerebros

Una vez concluida la conducta, se realiz6 la eutanasia a los animales; una hora después de la tarea
realizada. Estos fueron anestesiados con pentobarbital (100 mg/kg) y posteriormente se extrajo el tejido
cerebral utilizando la técnica de decapitacion. Los cerebros fueron extraidos rapidamente y fueron
sumergidos en 2-metil butano, colocado en bafio de alcohol etilico al 96% en hielo seco. Los cerebros
congelados fueron colocados en papel aluminio, donde se colocaron los grupos de los animales y se

guardaron en el congelador.
Crioseccién

Una semana después de permanecer en congelacion, se realizo el montaje de los cerebros en bloques,
para proseguir a realizar los cortes y obtener el hipocampo dorsal (-1.82mm a -2.18mm con respecto a
Bregma; Paxinos & Franklin, 2001). Estos cortes se realizaron en el criostato, con un grosor de 20 pm.
Se obtuvieron cuatro bloques, tres de estos con 10 cerebros cada uno. Para que el tejido cerebral se
congelara en los bloques se les colocé el pegamento especial Tissue tek. Estos bloques se nombran

con letras del alfabeto, de la A a la J y el dltimo blogue sé6lo conté con cuatro cerebros Unicamente.
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Cada cerebro pertenecia a un raton de diferente condicion. Por ultimo, los tejidos se colocaron en
portaobjetos previamente gelatinizados para que el material se adhiera correctamente. Para el andlisis

de datos en el microscopio se utilizaron 18 portaobjetos; aproximadamente 4 laminillas por cada bloque.
Inmunohistoquimica de fluorescencia para DCX

Se seleccionaron cortes seriados (equivalentes y equidistantes) que contenian el hipocampo dorsal (-
1.82mm a -2.18mm con respecto a Bregma; Paxinos & Franlikn, 2001). Los cortes fueron fijados con
paraformaldehido (PFA) al 2%, seguido de lavados en solucién salina tamponada con fosfato, mas
tween (PBST), posteriormente lavados en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se aplico el
Quenching (H202), a continuacidn, se realizaron lavados en PBS, se colocd la solucién de bloqueo (TSA
+ tritén) y por ultimo, se aplicé el anticuerpo primario hecho en conejo para DCX (1:500) toda la noche
a 4°C. El segundo dia se comenzé con lavados de PBST, luego de PBS, en seguida se colocé el
anticuerpo secundario, anti-conejo (1:300) por dos horas a temperatura ambiente. Seguido de eso se
hicieron lavados en PBST y PBS. Después se aplico la solucion de amplificacién (A+B), a continuacion,
se realizaron lavados de PBST y PBS. Inmediatamente, se agreg6 el fluoroforo Cy3 (1:100) por 30 min.
En seguida se realizaron lavados con PBST y PBS. Finalmente se aplico DAPI disuelto en PBS (1:5000).

Captura y analisis de imagenes

Al obtener las muestras fluorescentes, se acudié a la Unidad de microscopia para capturar las
fotografias de los tejidos en el microscopio semiconfocal APOTOME marca ZEISS. Se utilizé el
programa AxioVision, se seleccioné el formato Z-stack y se utilizaron 0.7 um de grosor. Posteriormente,
se prosigui6 con la toma de fotos del giro dentado en ambos hemisferios, en las zonas del ginu, de la
banda superior y de la banda inferior, la captura de las bandas se realizé en una sola fotografia, por lo
tanto, se obtuvieron aproximadamente cuatro fotos por cada cerebro, en todas las fotografias se trabajo

con el objetivo 40x/1.25.

Figura 11. Microfotografia del giro dentado obtenido con el objetivo de 10x. En color rojo se observa la proteina
DCX, y en color azul se observan los nucleos marcados con DAPI. Los recuadros amarillos muestran las zonas en
las que se tomaron las fotografias. A) Banda suprapiramidal (banda superior, respecto al CAl) y banda
infrapiramidal, (banda inferior, respecto a CAl) B) ginu. Barra de escala de 50 um.
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Las fotografias de las diferentes regiones del GD se analizaron con el programa imageJ, primeramente,
se realiz6 un apilamiento de las fotos, desde el primer punto de enfoque, hasta el Ultimo, para obtener
una sola imagen con la maxima intensidad, todo esto para analizar la proteina doblecortina total en las
regiones de interés (ginu, banda suprapiramidal y banda infrapiramidal del giro dentado del hipocampo
dorsal) (Figura 11).

Posteriormente, con ayuda del marcador DAPI se delimitaron las regiones de interés: el ginu, las bandas
suprapiramidal e infrapiramidal, obteniendo una regién de interés (ROI) de cada foto. Posteriormente,
se les aplico un threshold, que permite la deteccion y cuantificacion de la proteina doblecortina de forma
automatizada y evitando sesgos, para obtener los datos numéricos del area que ocupa la proteina DCX

en las regiones previamente mencionadas (Figura 12).

Figura 12. Delimitacion del ginu del hipocampo dorsal, el color amarillo indica la delimitacion de las capas: 1) ginu,
2) capa molecular (CM), 3) zona subgranular (ZSG), 4) zona subgranular (ZSG) y 5) capa molecular (CM). Color
rojo: proteina doblecortina. Barra de escala 50 pm.
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Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico de las pruebas conductuales e histolégicas fue realizado en el GraphPad Prism
software. Los resultados obtenidos del peso corporal, la latencia de escape, la velocidad de nado y la
proporcién del area de DCX fueron expresados con el promedio (+ error estandar). Se utilizé la prueba
estadistica ANOVA de dos vias para el andlisis del peso corporal, la velocidad de nado y la proporcion
del area que ocupa la proteina DCX, mientras que para la latencia de escape se implemento6 la ANOVA

de tres vias, posteriormente se aplico la prueba post hoc de Bonferroni cuando la ANOVA mostraba un
valor de p < 0.05.
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RESULTADOS
Peso corporal

El ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostroé diferencias significativas en el peso corporal en el
factor tiempo (F@g = 82.990, P < 0.001) y en la interaccién tiempo x tratamiento (F(s,3s0) = 2.979, P =
0.0030), sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el factor tratamiento (F(1,45) = 0.126,
P = 0.7244). La prueba post hoc de Bonferroni muestra una disminucion del peso significativo en el dia
3 con respecto al dia 1 en los grupos VEH (P < 0.0001) y STZ (P < 0.0001), indicando que este es un
efecto quirdrgico. En el dia 8 se puede observar que los grupos STZ van recuperando su peso con
respecto al dia 3 (P < 0.01), mientras que los grupos VEH consiguen esta recuperacién el dia 11 (P <
0.01). Posteriormente, en el dia 11 ambos grupos alcanzan su peso asemejandose al dia 1 (P < 0.0001).
El dia 22 los grupos VEH aumentan de peso con respecto al dia 1 (P < 0.01), y los grupos STZ el dia
15 (P<0.05), indicando un crecimiento en los animales (Figura 13). La medicién del peso corporal de los
animales se realizé con la finalidad de observar que los estos no presentaran cambios metabdlicos,
indicativo de que la estreptozotocina intracerebroventricular no atraveso la barrera hematoencefalica y,

se mantuvo en los ventriculos laterales.

42



VEH
= STZ
©
=~ 40-
©
o
o
o
(&)
?
@ 35
o
30 ] ] ] ] ] I I I I

S N O T

Dia de registro

Figura 13. Promedio (+ error estandar) del peso corporal de los ratones del grupo vehiculo (VEH) y estreptozotocina
(STZ) registrado desde el dia 1 al dia 29. ***P < 0.0001 con respecto al dia 1;# P < 0.01 con respecto al dia 3; 4P <
0.05 con respecto al dia 15. n=24-30 ratones por grupo.

Aprendizaje espacial en el laberinto acuéatico de Morris

El ANOVA de tres vias de medidas repetidas mostré diferencias significativas en la latencia de escape
en el factor pares de ensayos (F@3=11.115, P < 0.0001). Mientras que en las interacciones no muestra
diferencias significativas; ensayos x tratamiento (F@s3) = 2.524, P = 0.618), ensayos X grupos (F@3) =
0.641, P = 0. 5906), ensayos x grupo x tratamiento (F,102) = 0.485, P = 0. 6938), sin embargo no se
mostraron diferencias significativas en el tratamiento (Fq,1) = 3.380, P = 0. 747) y en los grupos (F@3,3) =
11.115, P = 0.7706). La prueba post hoc de Bonferroni muestra una disminucion significativa en la
latencia de escape en el par de ensayos tres y cuatro (P < 0.0171), (P < 0.0009), con respecto al par de
ensayos uno, en el grupo VEH LAM 1. Mientras que para el grupo VEH LAM 3, se muestra una diferencia
significativa en la latencia de escape en los pares de ensayos tres y cuatro (P < 0.0158), (P < 0.0013),
respecto al par de ensayo uno. En los grupos de STZ LAM 1y STZ LAM 3, no se muestran diferencias
significativas en la latencia de escape entre los pares de ensayos en el dia uno, indicando el deterioro

cognitivo de los animales. (Figura 14).

43



El ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré diferencias significativas la latencia de escape en
el factor pares de ensayos (Fu1,11 = 1.188, P < 0.001); y tratamiento (F,16 = 4.631), P < 0.0470),
mientras que en la interaccién tratamiento x ensayo no muestra diferencia significativa (F1,176) = 1.188,
P = 0.2982). La prueba post hoc de Bonferroni muestra una diminucién en la latencia de escape en el
grupo VEH LAM 3, en el segundo, tercer y cuarto pares de ensayos del segundo dia (P < 0.0192), (P <
0.003), (P < 0.0086), con respecto al primer par de ensayos del dia 1. Al igual se ve una diferencia
significativa en los cuatro pares de ensayos del tercer dia, con respecto al primer dia (P<0.0001 para
todas las comparaciones). Lo que muestra el aprendizaje de estos animales. Por otra parte, en el grupo
de STZ LAM 3, se mostré una diferencia significativa en el cuarto par de ensayos del dia dos con
respecto al par de ensayos del dia 1 (P < 0.0437). En los cuatro pares de ensayos del dia tres, con
respecto al primer par de ensayos del dia uno se present6 una diferencia significativa (P < 0.01779, (P
< 0.0298), (P < 0.0164), (P < 0.0431). Mostrando su aprendizaje a partir del cuarto par de ensayos del
dia dos. Teniendo como importancia clinica una ralentizacion del deterioro cognitivo en los pacientes
con EA.
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Figura 14. Promedio (x error estandar) de aprendizaje espacial en laberinto acuéatico de Morris de los ratones del
grupo vehiculo (VEH) y estreptozotocina (STZ) registrados en pares de ensayos desde el dia 1 al dia 3. LAM1
VEH # P < 0.01 a P <0.05 con respecto a E1. LAM3 VEH * P < 0.0001 a P < 0.05 con respecto al E1. LAM3 STZ
&P < 0.05 con respecto a E1. n= 8-12 ratones por grupo.
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Velocidad de nado

El ANOVA de dos vias no muestra diferencias significativas en la velocidad de nado en el factor tiempo
(F@, 57 = 1.032, P = 0.3853); el factor tratamiento (F, 19y = 0.002797, P = 0.9584); ni en la interaccién
tiempo x tratamiento (F@, 57 = 0.08812, P = 0.9663), esto indica que los animales a los que se les
administré STZ-icv no tuvieron algun problema motor y que las alteraciones observadas previamente

en el aprendizaje espacial son cognitivas especificamente. (Figura 15).

60 -

50

»

e i

S 40

S 30-

R=

8 20-

S
10- —o VEH (8)

—+— STZ(12)

0 | | | | | |

< < < <&
Ensayos

Figura. 15. Promedio (+ error estandar) de la velocidad de nado de los ratones del grupo vehiculo (VEH) y
estreptozotocina (STZ). No se muestran diferencias significativas entre ambos grupos. n= 16-22 ratones por grupo.

Neurogénesis hipocampal en el adulto

Proporcion del area de la proteina DCX en el ginu del GD del hipocampo

El ANOVA de dos vias muestra diferencias significativas en la proporcion del area que ocupa la proteina
DCX en el ginu del GD en el factor tratamiento (F(z1) = 9.304, P = 0.0006) y el factor grupo (F@, 3 =
0.1535, P = 0.0390), mientras que en la interaccion tratamiento x grupo no se muestra una diferencia
significativa (Fa,3) = 3.437, P = 0.6998). La prueba post hoc Bonferroni muestra una disminucion

significativa en la proporcion del area de la proteina DCX en el grupo STZ BIO con respecto al grupo
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VEH BIO (P < 0.01), indicando una baja tasa de la neurogénesis en el adulto. Por otra parte, el grupo
STZ LAM3, mostré un aumento significativo en la tasa neurogénica, con respecto al grupo VEH LAM3

(P < 0.05), tras un sobreentrenamiento cognitivo (Figura 16).
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Figura 16. Promedio (+ error estandar) de la proporcién del area que ocupa la proteina DCX en el ginu del GD de
los ratones del grupo vehiculo (VEH) y estreptozotocina (STZ). *P < 0.01 con respecto a BIO VEH. &P < 0.05 con
respecto a LAM3 VEH. n= 4 ratones por grupo.

Proporcidn del &rea de la proteina DCX en la banda suprapiramidal del GD del

hipocampo

El ANOVA de dos vias no muestra diferencias significativas en la proporcién del area que ocupa DCX
en la banda suprapiramidal del GD, en el factor tratamiento (F(,3) = 0.005178, P = 0.9434), en el factor
grupo (F(1,3 = 0.3885, P = 0.7625), ni en la interaccion (Fg,1) = 1.303, P = 0.3011) (Figura 17).
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Figura 17. Promedio (+ error estandar) de la proporcién del area que ocupa la proteina DCX en la banda
suprapiramidal (BS) del GD de los ratones del grupo vehiculo (VEH) y estreptozotocina (STZ). No se encuentra
ninguna diferencia significativa entre los grupos. n= 4 ratones por grupo.

Proporcion del area de la proteina DCX en la banda infrapiramidal del GD del

hipocampo

El ANOVA de dos vias no muestra una diferencia significativa en la proporcién del area que ocupa la
proteina DCX en la banda infrapiramidal del GD, el factor tratamiento (F(1,3) = 0.1857), P = 0.6731), ni
en el factor grupo (F(1,3) = 1. 073, P = 0.3920) mientras que en la interaccion si se encontrd una diferencia
significativa(F(z1) = 8.697, P = 0.0017). La prueba post hoc Bonferroni muestra una disminucién en
proporcién del area de DCX en el grupo BIO STZ (P < 0.05), con respecto al grupo BIO VEH, esto

indicando un deterioro cognitivo en estos animales (Figura 18).
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Figura 18. Promedio (z error estandar) de la proporcion del &rea que ocupa DCX en la banda infrapiramidal (BI)
del GD de los ratones del grupo vehiculo (VEH) y estreptozotocina (STZ). *P < 0.01 con respecto a BIO VEH. n=4
ratones por grupo.
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Figura 19. Microfotografia obtenida en el microscopio Apotome, con un objetivo de 40x en donde se observa el
Ginu de color verde y neurogénesis postnatal (DCX) de color rojo en los diferentes grupos: A) BIO-VEH, B) BIO-
STZ, C) CN-VEH, D) CN-STZ, E) LAM1- VEH, F) LAM1- STZ, G) LAM3- VEH, H) LAM3- STZ.



Figura 20. Microfotografia obtenida en el microscopio Apotome, con el objetivo de 40x, en donde se observa la
banda suprapiramidal e infrapiramidal de color verde y neurogénesis adulta (DCX) de color rojo en los diferentes
grupos: A) BIO-VEH, B) BIO-STZ, C) CN-VEH, D) CN-STZ, E) LAM1- VEH, F) LAM1- STZ, G) LAM3- VEH, H)
LAM3- STZ
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DISCUSION

En el presente estudio se puede observar una disminucion considerable del peso corporal, en ambos
grupos de animales, tanto en los VEH, como en el de STZ, tras la administracién de los compuestos
administrados intracerebroventricular, indicandonos una respuesta del organismo de éstos, post
operatoria. Al igual se mostraron cambios en la conducta en el grupo LAM1-VEH, al realizar un solo
entrenamiento, obteniendo un aprendizaje espacial normal, el grupo LAM3-VEH, tras realizar un
sobreentrenamiento cognitivo mostré un aprendizaje espacial incrementado. Mientras que el grupo de
LAM1-STZ presentd un deterioro cognitivo, y en el LAM3-STZ se obtuvo un aprendizaje normal, luego
del sobreentrenamiento. También se mostr6 que la administracion de STZ icv no provocé alteraciones
en la motricidad de los ratones. Histolégicamente, en la proporcion del area de la proteina doblecortina
en los animales con STZ, tras un sobreentrenamiento se observo esta proteina incrementada en el giro
dentado en el ginu y en la banda infrapiramidal del hipocampo dorsal, revirtiendo el efecto de la STZ

icv, generando una neurogénesis en estas areas.

Un efecto que provocé la cirugia estereotaxica fue la disminucién del peso corporal en los animales,
esto indicando un periodo post-operatorio. Esta baja del peso corporal se observé en los primeros tres
dias, que fue cuando se realiz6 dicho procedimiento, al cabo del dia 8 ambos animales comenzaron a
incrementar su peso, esto indicAndonos una buena recuperacion tras la cirugia. (Bello-Medina, et. Al,

en preparacion)

En 2013, Garthe y Kempermann, observaron que el aprendizaje y la memoria son dependientes del
hipocampo, sobre todo la memoria espacial. Por ello, propusieron como tarea conductual el laberinto
acuatico de Morris, debido a que este se enfoca en trabajar la memoria espacial. En 2018, Sandeep y
colaboradores, observaron que la STZ-icv produce en los animales los efectos de deterioro cognitivo y
pérdida de la memoria. Por lo tanto, a los animales del presente estudio que se les aplicd STZ icv
presentaron un deterioro cognitivo, en el aprendizaje y memoria espacial, tras la administracion de
3kg/mg de STZ, tal como los menciona Bassani et al., (2017), Mishra et al., (2017), Sasaki-Hamada et
al., (2019). Esto dando a conocer los efectos que produce este compuesto, sobre todo en el area del
hipocampo, en donde se manifiestan con la alteracion del aprendizaje espacial, como lo presentan los
animales con STZ icv, comparados con los ratones VEH icv, los cuales tuvieron una curva de
aprendizaje normal, tras una sesion de entrenamiento. Mientras que para los animales que llevaron a

cabo un sobreentrenamiento se pudo observar en ellos un aprendizaje incrementado, ya antes
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mencionado por Ramirez Amaya et al., en el afio 2001, al observar una mayor sinaptogénesis en las
fibras musgosas del estrato oriens en el hipocampo.

Como se menciond anteriormente, luego de la administracion intracerebroventricular de la STZ, los
animales que realizaron un solo entrenamiento presentaron deficiencias en el aprendizaje espacial, pero
aquellos roedores que practicaron un sobreentrenamiento en el LAM, mostraron una curva de
aprendizaje normal. Tal como Morris en 1990, implementé esta tarea en el laberinto acuatico, donde los
animales realizaron sobreentrenamiento. Al realizar esta tarea cognitiva en ratas con lesiones

cerebrales encontré resultados satisfactorios como un aprendizaje en estas, a pesar de su condicion.

Por ello, en este trabajo también se implemento la tarea conductual del sobreentrenamiento en el
laberinto acuatico de Morris para poder analizar los efectos que causa en los animales a los que se les
inyectd la STZ-icv. Dentro de los hallazgos que se obtuvieron fue que estos ratones en la segunda
sesion, luego de 8 ensayos cada uno, comenzaban a tener un mayor aprendizaje, en comparacién con
los animales que solo realizaron una sesion. Y al cabo de realizar las 3 sesiones en el laberinto acuético
de Morris, presentaron un aprendizaje normal. Se lleg6 a esto luego de observar que se comportan
idéntico a los animales que se les inyect6 la solucién vehiculo y realizaron Gnicamente una sesién de

entrenamiento.

Al igual Gémez -Padilla et al., (2020), tras realizar un sobreentrenamiento en ratas, al finalizarlo observo
un aumento significativo en la densidad de las excrecencias espinosas, en las dendritas basales de las
neuronas piramidales en el CA3 del hipocampo, generando plasticidad cerebral en estos animales, la

cual es la encargada de mejorar el aprendizaje.

Por otro lado, en los resultados obtenidos en la histologia se puede ver como hay diferencias
significativas Unicamente en los grupos BIO-VEH, mostrando un aumento en la proporcién del area de
la DCX, demostrando una mayor neurogénesis. Pudiendo indicar, que aquellos animales que realizaron
un ejercicio fisico, encontrandose en condiciones basales, sin padecer la enfermedad del Alzheimer, no
aumentaron la proporcién del &rea de la proteina DCX. En el grupo LAM1-STZ, se observa como la
proporcidon del area de la DCX, se comporta como el grupo LAM1-VEH, sin mostrar cambios

significativos en la neurogénesis (proporcion de DCX) de estos grupos.

Mientras que en el grupo LAM3-STZ, se observa histologicamente como la proporcion del area de la
DXC aumento, después de realizar el sobreentrenamiento indicando un aumento en la neurogénesis, lo
que se relaciona con la mejoria en el aprendizaje espacial observado en este mismo grupo. Asi mismo,
el aumento en la tasa neurogénica podria estar relacionada con el aumento en las fibras musgosas
observadas por Ramirez-Amaya et al., 1999, debido a que el aumento de estas fibras esta ligado a una
mayor produccion en los axones de las células granulares provenientes del giro dentado del hipocampo

y dicha neurogénesis adulta ocurre en el mismo sitio.
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Por ende, en este trabajo se encontré una mejora en el aprendizaje espacial de aquellos animales a los
gue se les aplicd STZ icv, al revertir los efectos que provoca este compuesto, tras el sobreentrenamiento
en el LAM, también se encontré el aumento de la proporcion de la DCX, dado a la neurogénesis que se
produjo, gracias al aprendizaje que se obtuvo durante las tres sesiones de entrenamiento, ayudando a
la memoria espacial, esto ligandose a Ramirez-Amaya 1999, en donde se produjo una mayor cantidad
de sinapsis en el area del CA3, en el estrato oriens, indicando también una mayor cantidad de células

granulares, provenientes consecuentemente de la neurogénesis que se llevo a cabo.
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio pueden concluir:

El modelo de la estreptozotocina intracerebroventricular produjo alteraciones en el aprendizaje espacial,
evaluado en el laberinto acuatico de Morris, causando un deterioro cognitivo, en aquel grupo que realizé
una sesién de entrenamiento. Por ende, también se presentaron alteraciones histolégicas, como una

disminucion significativa en la neurogénesis hipocampal (proporcién del area de la DCX).

En cuanto al aprendizaje espacial, en los roedores con STZ icv, luego de un sobreentrenamiento, se
manifesté una curva de aprendizaje normal, parecido a aquellos animales sanos que realizaron una sola
sesion de entrenamiento. Mientras que histolégicamente mostraron un aumento significativo en la tasa

neurogénica (proporcién del area de DCX), relacionada con la mejora en el aprendizaje.

Por lo tanto, la estratégica del sobreentrenamiento cognitivo, en el LAM, involucra tanto el ambito
cognitivo, como el de la actividad fisica, para traducirse en una intervencién eficaz para la EA

esporadica.

Se sugiere realizar un protocolo en donde se analicen ambas actividades, en pacientes con EA, para

observar el efecto producido en las habilidades cognitivas en ellos.
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