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Resumen

El péptido amiloide B 25-35 (A,s.35) posee actividad neurotdxica que genera neuroinflamacion y
muerte neuronal. El péptido AP,s3;s se ha utilizado para el estudio del deterioro cognitivo.
Evidencias recientes han mostrado que la administracion del péptido AP,s.;s en la region CA1 del
hipocampo modifica la O-glicosilacion de tipo mucina. Sin embargo, las modificaciones
especificas por carbohidrato y region cerebral son atn inciertas. El objetivo de este estudio fue
evaluar los cambios en los patrones de la glicosilacion en CtxV, CtxF e Hip de rata Wistar en
respuesta a la administracion del péptido A,s;s en ventriculos laterales y su relacién con la
pérdida de memoria. Mediante cirugia estereotaxica se administraron 2 pl. de péptido AB,s.s [1
ug / uL] en ventriculos laterales. Se realizo la prueba de campo abierto para evaluar de forma
conductual la actividad motora de las ratas, en esta se observaron cambios etologicos en las ratas
administradas con el péptido AP,s;s. La evaluacion de la capacidad de memoria se realizod
mediante prueba de reconocimiento de objeto novedoso en la que las ratas administradas con el
péptido perdieron capacidad para discernir entre objetos a los cuales fueron expuestas con
anterioridad. Para asociar el deterioro cognitivo y los cambios en los patrones glicosidicos al
estrés oxidativo reportado previamente en la literatura. Se cuantifico6 malondialdehido como
indicador de lipoperoxidacion y nitritos como marcadores de la 6xido nitrico sintasa inducible
encontrando incrementos significativos en ambos marcadores para el grupo A,sis. Se
emplearon cortes coronales de cerebro en los que se analizaron los patrones glicosidicos
mediante afinidad de unidn de lectinas biotiniladas. Se utilizaron las lectinas LTL, ConA, ALL,
VVA, PNA, JAA, MAA-II y GS-II mediante deteccion por ficoeritrina estreptavidina. A partir de
la afinidad de union de cada lectina utilizada se determind la existencia de reduccion de L -
fucosas unidas mediante enlaces a 1,3 en la region del giro dentado del hipocampo y un aumento
de L - fucosilacion en regiones corticales presentando relacion inversa con la deteccion de o
manosas. Asi mismo, el incremento de Ac. sidlico 2,3 en las regiones hipocampales CA3, giro
dentado y CtxF. Por lo que nosotros proponemos que las alteraciones producidas por el péptido
AB,s.35 generan modificaciones postraduccionales del glicoma cerebral teniendo efecto sobre los
mecanismos de formacién de memorias y alterando el comportamiento.
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Introduccion

1 La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia a nivel mundial
representando del 60 al 70 % de los casos reportados. Es el tipo de demencia més frecuente en la
vejez segun el Instituto de Geriatria de los Estados Unidos Mexicanos (Hernandez Ortega et al.,
2012). Por su parte, la World Health Organization (2022) determiné que la EA representa la
séptima causa de muerte a nivel global (Directrices de la OMS para la reduccion de los riesgos
de deterioro cognitivo y demencia - NCBI Bookshelf, 2020; Gauthier S. et al., 2022; Serge
Gauthier et al., 2022).

La EA se asocia principalmente con personas mayores a 60 afios ya que a partir de esta edad es
mas comun la aparicion de sintomas (Gauthier S. et al., 2022). Debido a esto los programas de
salud referentes a la EA se enfocan en esta demografia. Durante el afio 2010 el 9.9 % de la
poblacion total de la ciudad de México se conformd por personas mayores de 60 afios (Miguel
Gutiérrez-Robledo et al., 2015). El mismo afio cerca de 35 millones de personas en el mundo
padecieron EA de acuerdo con el World Alzheimer Report (Serge Gauthier et al., 2022). Se
estima que la poblacion de adultos mayores a 65 afnos se incrementard de forma considerable
para el ano 2050. Se espera que el incremento de la poblacioén del 2010 (66 millones de personas)
alcance los 115 millones de personas en el afio 2050 (World Health Organization, 2017). Por lo
que, el incremento esperado en la poblacion afectada por la EA hace del estudio de la
enfermedad y comprension de la misma una prioridad apremiante.

1.1 Descubrimiento y descripcidon de la EA

La EA fue descrita en el afio 1906 por el psiquiatra Aloyzius Alois Alzheimer con base en las
observaciones e investigacion clinica del comportamiento, deterioro mental e histologia post
mortem del cerebro de la paciente Auguste Deter (Hippius, H., & Neundorfer, G. 2003).
Mediante cortes histologicos de cerebro tefiidos utilizando impregnacion de plata, Aloyzius
describi6 la presencia de dos estructuras ajenas a lo esperado en tejido cerebral sano. Estas
estructuras fueron denominadas posteriormente como placas neuriticas (PN) y maranas
neurofibrilares (MNFs) respectivamente (Cano Gutiérrez, 2014). Las placas neuriticas se asocian
a la acumulacion extracelular del péptido amiloide B (AB) que se une generando fibras, estas se
entrelazan en una estructura compacta en la que se engloban otros elementos proteicos como se
muestra en la Figura 1. Por su parte, las MNFs se conforman principalmente por la fosforilacion
de la proteina Tau estructural de los axones neuronales. Al fosforilarse esta se libera en el medio
intracelular en forma de fibras que se entrelazan y acumulan (Luna-Viramontes et al., 2020;
Selkoe, 2001). Si bien, es altamente aceptado que ambos marcadores histopatologicos se
presentan de manera generalizada en los pacientes con EA el mecanismo patognomodnico que da
origen a la misma es atin desconocido.
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Figura 1.- Marcadores histopatologicos de la enfermedad de Alzheimer. A) Placa Neuritica (PN) y B) Marafia
neurofibrilar (MNF). Se emple6 Tioflavina S Para detectar Amiloide B (AB) y rojo de Tiazina para detectar proteina
Tau. Mediante deteccion confocal en color amarillo se observa la colocalizacion de ambas proteinas en cada
estructura. Barra de escala “A” 20 um, “B” 10 um. Tomado de Luna-Viramontes et al., (2020).

1.1.1 Hipotesis sobre el origen de la Enfermedad de Alzheimer

A pesar de la relevancia de la EA como demencia asociada a la edad, las causas de esta
enfermedad son aun desconocidas. Se ha determinado la existencia principal de dos tipos de
Alzheimer; el familiar de origen genético que se presenta debido a la predisposicion de
individuos emparentados cuyo genoma tiene mutaciones estadisticamente correlacionadas con la
incidencia de la enfermedad y el de origen esporadico o senil del que se desconoce la causa o
detonante de la enfermedad (Sehar, U. et al., 2022). Respecto a la enfermedad de origen familiar
o congénita, existen diversas mutaciones asociadas a su origen, entre la que destacan mutaciones
de la proteina precursora amiloidea (PPA), de la proteina TAU y de las secretasas especialmente
la “B” y “y” (Bryan, K.et al., 2009). Existen dos hipoétesis principales que intentan explicar el
evento primario que desencadena la enfermedad:

La primera hipdtesis denominada amiloidogénica (Selkoe, 1991) asocia la presencia del AP
derivado de la escision de la PPA como evento inicial de la EA. Esta hipotesis propone que al
escindirse la PPA por accion de las “B” y “y” secretasas se generan fragmentos monoméricos de
péptido AP. La subsecuentemente acumulacion de los mondmeros de AP en oligdbmeros genera
proto fibras que son acumulaciones ordenadas de mondmeros que pueden incluir otras proteinas
en su entramado. La elongacion de estas fibras que, al interactuar entre si y con elementos del

13



medio, generan las PNs (Haass & Selkoe, 2007; Silvia et al., 2002). Considerando la teoria
amiloidogénica, monomeros y agregados del péptido AP al interactuar con receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo Toll (Toll Like Receptores por sus
siglas en inglés); TLR2, TLR4 o mediante receptores tipo scavenger en microglia y astrocitos
generan respuesta a través de MyD88 que mediante secuencias de activacion proteica culmina en
la activacion de IKKp que desencadena la transcripcion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL6,
IL18 y TNF-a).

00 @10~ 00

Fibras de AB
|

\ A Pll*ls
i
P‘rotoﬂbra;Y

de AB

@

Oligomero
de P “/k‘/
f

Monomero
de AB
\ AB

Neurona

Proteina TAU

Figura 2.- Efecto neurotoxico del AP e interacciones moleculares. Al escindirse la PPA algunos fragmentos ingresan
al citoplasma neuronal. E1 A en la superficie mitocondrial impide la entrada y salida de proteinas mitocondriales lo
que limita la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones, lo que reduce la produccion de Atp, y propicia
el estrés oxidativo por la produccion de radicales libres. E1 AP incrementa la permeabilidad a Ca’ y la afinidad de
union de Drpl y Fisl en mitocondrias lo que incrementa la fision mitocondrial en el soma de las neuronas lo que
incrementa la replicacion de dafios estructurales o mutaciones en el ADN mitocondrial. Los monomeros
intracelulares de AP incrementan la actividad de GSK3 que aumenta a su vez la fosforilacion de la proteina TAU.
AP genera activacién de microglia y astrocitos mediante receptores TLR2, TLR4 y receptores scavenger, esta
maquinaria celular incrementa la produccion de iNOS y EROs, que genera desequilibrio redox y aumento de la
lipoperoxidacion (Butterfield et al., 2001; Pérez et al., 2004; Calvillo, M. et., al 2013; Martinez et al., 2019; Ramirez
etal., 2023).

La activacion microglial puede seguir dos caminos, la activacion clasica determinada como
fenotipo M1 o proinflamatorio y la activacion alternativa denominada fenotipo M2 o
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antiinflamatorio. La presencia del AP se ha asociado ademds con dafio mitocondrial generando
incremento en la producciéon de EROs. En conjunto, la produccion de EROs por parte de las
mitocondrias dafiadas y la microglia activada clasicamente, generan un ambiente de estrés
oxidativo. El dafio mitocondrial genera la liberacion de citocromo C de la mitocondria al medio
extracelular, que activa Caspasas 9 e inicia la via intrinseca de la apoptosis que finalmente lleva a
la muerte y pérdida neuronal. Por su lado la liberacion de citocinas por parte de la microglia en
fenotipo M1 propicia inflamacion crénica que lleva a muerte neuronal (Butterfield et al., 2001;
Pérez et al., 2004; Ramirez et al., 2018; Parra, et al., 2019; Ramirez et al., 2023).

La segunda hipotesis es la de denominada hipotesis de Tau en esta se asocia a la fosforilacion
proteina Tau. La actividad de cinasas dirigidas a complejos prolina - serina / treonina, modifica la
fosforilacion de la proteina Tau y por ende la conformacién estructural de esta proteina
estructural axdnica. Al fosforilarse o escindirse la proteina Tau puede agregarse con otros
fragmentos y proteinas que generan las MNFs por acumulacion y entrelazamiento de proteinas
(Chen et al., 2017; Koller & Chakrabarty, 2020; Luna-Viramontes et al., 2020; Silvia Gra
Menéndez et al., 2002).

En ambos casos, la formacion de PNs y MNFs deriva en neuroinflamacion, la presencia del
fenotipo microglial M1, liberacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) asi como
mecanismos neurotdxicos y posterior muerte neuronal (Beyreuther & Masters, 1991; Cotman
et al., 2005). Si bien, se han planteado multiples hipotesis alternativas en las que se involucran
desordenes metabolicos o la aparicion de las estructuras asociadas a la patologia mediante
mecanismos alternativos. Las hipdtesis amiloidogénica y de Tau son las principales y
mayormente aceptadas en la actualidad.

1.1.2 Diagnodstico de la enfermedad de Alzheimer

En la actualidad, se emplean diferentes examenes para el diagnéstico de la EA como es el caso
del mini mental o la escala lobo para determinar el grado de deterioro mental (World Health
Organization 2022). Sin embargo, la localizacion especifica a nivel histologico de
modificaciones estructurales asi como la presencia de PNs y MNFs se logra Gnicamente de
manera post mortem mediante diseccion del encéfalo. Sin embargo de manera indirecta se ha
logrado evaluar la presencia de las PNS y MNFs mediante el uso de anélisis de correlacion como
el andlisis de liquido cefalorraquideo (LCR) o la resonancia magnética. Estos estudios permiten
de manera general visualizar la anatomia y elementos solubles como el pepito amiloide o
cuantificacioén de citocinas y marcadores proinflamatorios presentes en sistema nervioso central
(SNC) (Gauthier S. et al., 2022; Thomas Carazo & Nadal Blanco, 2001).

Otro enfoque utilizado para el diagnostico se ha logrado con base en estudios de predisposicion
de la enfermedad. Utilizando analisis de asociacion a mutaciones de la proteina PS1, la PPA
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secretasas “y” y “B”, NCAM o M146L entre otros. Estas mutaciones suelen afectar genes que
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repercuten en la via amiloidogénica ya sea en la generacién o escision de la PPA o en las
secretasas y genes ligados a ApoE encargados del procesamiento de la PPA. Estos estudios han
permitido asociar el panorama genético y la epidemiologia de la enfermedad. Sin embargo, el
mayor avance en la deteccion temprana y diagndstico sobre el curso de la EA es la deteccion in
situ de péptido AP ya sea soluble o como parte de las PNs y MNFs en encéfalo. Esto se ha
logrado mediante el uso de la tomografia por emisién de positrones que al utilizar un marcador
especifico para el amiloide como es el marcador Pittsburgh B que permite visualizar y cuantificar
de forma general la presencia y localizacion del AP (Alvarez-Cisneros et al., 2017; Campion
et al., 1999; Selkoe, 1997, 2001).

1.2 Funciones del péptido AP y toxicidad

En la EA el péptido AP es el principal componente de las PNs presentes en los cerebros de los
pacientes con EA (Armstrong, 2011; Silvia et al., 2002; Silvia Gra Menéndez et al., 2002).
Debido a esto, la gran mayoria de las investigaciones asociadas al péptido A suelen centrarse en
los efectos adversos de concentraciones potencialmente neurotdxicas, pero es necesario recordar
que este péptido se libera de manera normal en el organismo. En concentraciones normales
(519.1 pg / ml, Q1-Q3: 361, 8-749. 9 pg / ml] (Bayes-Genis et al., 2017; Chen et al., 2017;
Gilson et al., 2015) no representa un peligro para el organismo e incluso se ha asociado con
diversas funciones esenciales para la homeostasis y correcto funcionamiento del SNC
(Greenwald & Riek, 2010).

1.2.1 Amiloide y su plegamiento en laminas 3

Al generarse los oligdémeros de AP en las diferentes membranas de la célula por la escision de la
PPA, en su mayoria presentan gran solubilidad en agua dependiendo de longitud y estructura
espacial (Chen et al., 2017; Haass & Selkoe, 2007; Vandersteen et al., 2012). Para validar la
agregacion y solubilidad de los multiples péptidos generados, el grupo de investigacion de la
Doctora Vandersteen, realizd un analisis comparativo de la generacion de laminas 3 plegadas de
distintos oligomeros del péptido AP. Este estudido permitio conocer la correlacion entre la
longitud del oligobmero, el numero de ldminas P plegadas que presenta y su capacidad de
agregacion. Se ha descrito que los oligomeros AB 1 - 37, AB 1 - 38 y AB 1 - 40 presentan
nucleacion lenta, formando grandes fibras extendidas de agregados, mientras que los oligdmeros
de AB 1 -42y AP 1 - 43 generan nucleaciones rapidamente con agregados multiples pequefios,
pero fuertemente entrelazados. Otros estudios han determinado que los oligdmeros de bajo peso
molecular son mas solubles y se agregan en mayor medida durante las primeras fases de la
generacion de una PN de manera que podrian fungir como ntcleo para la adicién de oligdmeros
de mayor tamafo (Alvarez-Cisneros et al., 2017; Campion et al., 1999; Selkoe, 1997, 2001). El
plegamiento de estas laminas B y su papel en la formacion de fibras se ha asociado con la
neurotoxicidad del péptido.
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1.2.2 Mecanismos de neurotoxicidad asociados al AR

Independientemente de la hipdtesis que tomemos como punto clave del inicio de la patologia
para la EA se ha demostrado que las mutaciones en la APP y la acumulacion del péptido AP por
si mismo derivan en la fosforilacion de la proteina Tau y generacion de MNFs. Asi mismo, las
taupatias han demostrado generar acumulacion del péptido AP y propiciar la formacion de PNs.
Por lo que la presencia de una lleva a la otra y viceversa (Lozano et al., 2017; Luna-Viramontes
et al., 2020; Silvia et al., 2002). Sin embargo, los mecanismos neurotdxicos asociados al AP han
presentado multiples dianas de investigacion y se ha demostrado su relevancia en la patologia de
la EA.

Entre los mecanismos de neurotoxicidad asociados al AR madas descritos se encuentran la
disfuncion sinéptica, la excitotoxicidad, las alteraciones en la permeabilidad de la membrana
tanto celular como mitocondrial, la alteracion de la homeostasis del calcio, la inflamacién, el
estrés oxidativo y la lipoperoxidacion (Butterfield et al., 2001; Butterfield & Allan Butterfield,
2002; Hernandez-Zimbroén et al., 2021; Ramirez Hernandez et al., 2020).

Las placas de AP representativas de la histopatologia asociada a la EA, los monomeros de AR
interactuan con elementos del medio para formar sitios de agregacion de mediante reacciones
redox catalizadas por metales de transicion o iones metélicos de zinc, cobre y hierro. Estos iones
metalicos propician la actividad la produccién de EROs, incrementando la produccion de
radicales OH (Allan Butterfield & Boyd-Kimball, 2018; Butterfield et al., 2013; Cheignon et al.,
2018; Hernandez Espinosa et al., 2019). Existen evidencias de que la produccion de diversos
radicales como es el caso del anion superoxido (O,), el radical hidroxilo (OH) y el 6xido nitrico
(ON). Estos radicales libres generan peroxidacion lipidica en el cerebro de pacientes con EA.
Experimentalmente, se ha cuantificado la lipoperoxidacion mediada por AP con producciéon de
4-hydroxynonenal (4-HNE). El 4-HNE se une directamente a la proteina Tau evitando que esta
se desfosforile. Esta lipoperoxidacion modifica las rutas de transduccion de senales
antagonizando proteinas de membrana como la Na + / K + ATPasa y la Ca2 + ATPasa.
Incrementando el Ca,” intracelular. Si no se regula genera actividad liberacion de
neurotransmisores de forma sostenida llevando a procesos neurotoxicos que degeneran en
pérdida sinaptica, apoptosis y por ende pérdida de la capacidad y funciones cerebrales. El dafio
celular y la activacion de células astrocitarias y microgliales, generan la liberacion de citocinas,
quimiocinas, proteinas de inflamacion de fase aguda y desencadenan respuestas celulares
inflamatorias Ji, Z., et al.,(2019) Estas moléculas a su vez, activan los receptores de acetilcolina
nicotinicos de tipo neuronal (AChR) y proliferadores peroxisomales (PPAR) generando
liberacion de citocinas proinflamatorias como la interleucina - 1 (IL - 1), interferon gamma (INF
v) y el factor de necrosis tumoral - a (TNF - o) (Tuppo, E. E., & Arias, H. R. (2005).
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Figura 3.- Diagrama de mecanismos neurotoxicos. Mecanismos implicados en la generacion de neurotoxicidad e
inflamacion asociados al péptido AP y planteamiento de ruta hipotética para la modificacion de patrones de
glicosilacion. Modificado de Butterfield et al., (2001).

Otro mecanismo de neurotoxicidad mediado por BA es la asociacion a diferentes proteinas intra
y extracelulares. Se han propuesto diversos receptores celulares para el AP que podrian mediar
su citotoxicidad, entre los que destacan TLR2, TLR4, el receptor de productos finales de
glicacion avanzada (RAGE), el receptor de residuos celulares (SR) principalmente presentes en
microglia. La activacion de estos receptores en astrocitos y microglia, incrementan la liberacion
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de EROs, INOs vy citocinas proinflamatorias. Esta activacion crénica perpetiia el ambiente
proinflamatorio y el desequilibrio redox en el SNC (Calvillo et al., 2013; Ramirez et al., 2019).
La presencia de AP exacerba la internalizacion de iones Ca,” mediante la activacion de
receptores de NMDA y produce poros en la membrana celular. El ingreso de Ca,” aumenta la
fusion de vacuolas sinapticas liberando glutamato de manera exacerbada. La liberacion sostenida
de glutamato propicia excitotoxicidad que mediante la muerte y liberacion de citocinas genera un
ciclo en el que se produce una mayor cantidad de EROs y especies reactivas de nitrogeno
(ERNS5s) debido a la liberacion de citocinas y procesos apoptéticos (Cheignon et al., 2018).

La actividad del AP genera radicales libres por diversos mecanismos como el deterioro
mitocondrial y la pérdida de electrones de la cadena transportadora, la adicién de metales en sus
agregados y la actividad de la microglia activada por el AP. Los principales radicales que
generan estrés oxidativo derivado de la actividad del A son el O,", OH y ON. El dafio generado
por el péptido AP,s.;s a nivel mitocondrial favorece la pérdida de e procedentes de la cadena
transportadora de electrones, estos reaccionan con moléculas del medio lo que produce radicales
libres como es el caso del O, que al captar e produce O,". El O, y el NO reaccionan generando
peroxinitrito (ONOO") que a su vez reacciona con el CO,, el producto de esta reaccion es su el
carbonato peroxinitroso (ONOOCO,") que se degrada por interaccion con las proteinas del medio
y el medio mismo, este genera como producto de su degradacion el radical carbonato (CO;y’) y
diéxido de nitrégeno (NO,) (Clancy et al., 1998; Ersoy et al., 2002).
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Figura 4. Papel de las EROs y ERNs en el desarrollo de la patologia de la EA Modificado de Hernandez Espinosa
etal., (2019).
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El ON es un radical libre que participa en la patogenia de muchas enfermedades debido a que es
sintetizado por los condrocitos y sinoviocitos a consecuencia del estimulo de citoquinas
proinflamatorias (Moshage 1997, Von Rechenberg et al., 2000, Davis et al., 2001, Spreng et al.,
2001, Tomita et al., 2001, Tung et al., 2002). EI ON se sintetiza a partir de la L-arginina, por la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), que posee tres isoformas, NOS-I, NOS-II y
NOS-III (Murrell et al., 1995; Moshage 1997; Ralston 1997; Miranda et al., 2001). La NOS-Iy
la NOS-III son descritas como isoformas constitutivas y participan en procesos de regulacion
génica, mientras que la NOS-II representa la isoforma inducible (iNOS), se expresa en células
estimuladas por diferentes citoquinas proinflamatorias como IL - 1, INF y y TNF - a. Cuantificar
de forma directa el ON o la iNOS es complicado debido a la reactividad de estos elementos. Sin
embargo, los nitritos como residuos de la actividad de estos se pueden cuantificar mediante el
método de nitrato reductasas mediante la utilizacion del reactivo de Griess (Moshage 1997;
Miranda et al., 2001). Mediante la reaccidon de Griess se forma un cromo6foro que, por la reaccion
de sulfanilamida con los nitritos en un medio acido, se acoplan con aminas biciclicas tales como
el N - 1 - (naftil) etilendiamina dihidrocloruro lo que produce un cambio en la absorcion de
espectro electromagnético detectable mediante espectrometria mediante lectura de 550 nm(
Griess, P., 1858; Calvillo, M et al., 2013).

1.3 Hipocampo

1.3.1 Estructura y formacion hipocampal

El término hipocampo (Hip) se usa cominmente en un sentido amplio, para incluir al Hip y el
giro dentado (GD). El Hip y el GD son cruciales para la formacion de la memoria ya que
contribuyen activamente en la integracion de la informacion. El Hip es una region de la
formacion hipocampal, este se compone de regiones denominadas Cuerno de Ammoén o Cournu
Ammonis (CA). La organizacion hipocampal es generalmente laminar. Su capa principal se
compone de células piramidales. En la formacion hipocampal se realiza la integracion
proveniente de diversas regiones corticales. El Hip permite el almacenamiento de la informacion
percibida y funge como almacén temporal para esta, precede a la representacion neocortical en la
que se genera la memoria a largo plazo (Insausti & Amaral, 2003; Lazcano etal., 2014;
Pérez-Severiano et al., 2004; Pradhan et al., 2022).

Lorente dividi6 al Hip en tres regiones: la region superior la llamé CAl y la inferior la dividié en
dos regiones Ca2 y CA3 (Larriva-Sahd, 2014; Le Duigou et al., 2014). En la formacion del Hip
se presentan dos clases principales de neuronas: las neuronas principales (de proyeccion) que
representan la mayoria de las neuronas, y las células axodnicas cortas (interneuronas). Las
principales neuronas en Hip son glutamatérgicas, las interneuronas en cambio son de naturaleza
GABAZérgica. Sus caracteristicas morfoldgicas y neuroquimicas son variadas y se distribuyen
practicamente en todas las regiones y capas de la formacion del Hip (Amaral etal., 2007;
Lavenex & Amaral, 2000). Las aferencias que recibe el Hip son terminales axdnicas de neuronas
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noradrenérgicas del locus coeruleus, serotoninérgicas del nucleo de rafe dorsal y colinérgicas
provenientes del nucleo septal. Este se encarga de procesar la informacion e integrarla para
posteriormente generar la memoria en neocortex (Amaral etal., 2007; Lavenex & Amaral,
2000).

El GD se encuentra por debajo de la capa molecular compuesto por una capa densa de cuatro a
ocho células granulares de espesor. El principal tipo de células del GD son las células granulares
de fenotipo glutamatérgico. Las células granulares y capas moleculares del GD forman una
estructura en forma de “V”, constituye la tercera capa del GD. Las células principales del GD
tienen un arbol dendritico caracteristico en forma de cono, este se extiende hacia la porcion
superficial de la capa molecular. También se han identificado interneuronas denominadas “célula
canasta” de fenotipo GABA¢érgico en GD, localizadas a lo largo y profundo de la capa de células
granulares (Amaral et al., 2007; Diaz et al., 2010; Insausti & Amaral, 2003; Le Duigou et al.,
2014).

1.3.2 Participacion de la formacion hipocampal en el proceso de aprendizaje y memoria
Se considera al aprendizaje, como una manifestacion de los individuos en respuesta a los
estimulos generados por el medio que los rodea. La memoria por otra parte constituye la
retencion, almacenamiento y recuperacion de la informacion previamente adquirida. El
aprendizaje y la memoria son procesos correlacionados, capaces de sufrir modificaciones en
funcion de los estimulos ambientales. Desde un punto de vista procedimental, no es posible
separar el aprendizaje de la memoria, asi como su distribucion dentro del circuito neuronal (Le
Duigou et al., 2014).

Comprender la base material de la memoria es un objetivo central de la neurociencia moderna.
Diversas investigaciones han propuesto que las modificaciones en la plasticidad neuronal y la
conectividad sinaptica en el SNC podrian ser el sustrato necesario para la formacion de la
memoria (Chan et al., 2002; Forest et al., 2021). Actualmente se considera que la formacion de la
memoria se basa en la activacion de varias cascadas moleculares a nivel neuronal, que en tltima
instancia conducen a cambios de larga duracién en la estructura y la funcion sindptica (Kovacs
et al., 2021; Pradhan et al., 2022; Tyan et al., 2012).

Identificar a los circuitos neuronales implicados en el aprendizaje y la formacion de la memoria
ha representado un reto monumental. Sin embargo, el Hip debido a su disposicion
neuroanatdmica, sus caracteristicas fisioldgicas y a su reconocida capacidad plastica ha
permitido mediante su andlisis una mayor comprension del tema (Diaz et al., 2011; Le Duigou
et al., 2014; Zhang & Stackman, 2015).

El aprendizaje forma parte de un proceso dindmico muy complejo, que conlleva a la formacion
de la memoria (Marr, 1971; Morris, 2006; Takeuchi et al., 2016). El aprendizaje es la adquisicion
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de informacion para la formacion de la memoria y a su vez, la memoria se refiere a la capacidad
de codificar, almacenar y recuperar informacion adquirida. La informacion adquirida es
codificada mediante la actividad coordinada de un conjunto de neuronas y que se ha definido
como engramas (Ohkawa et al., 2015; Roy et al., 2016, 2022). El aprendizaje induce cambios
duraderos en neuronas especificas que retienen la informacién y son reactivadas en condiciones
apropiadas de evocacion de recuerdos. Estas neuronas adquieren la capacidad de reproducir una
y otra vez los patrones de actividad que se generaron durante una experiencia determinada y
expresar dicho estimulo con base en sefiales o asociacion de estimulos (Bowman & Zeithamova,
2018; Krenz et al., 2023; Roy et al., 2016; Scoville & Milner, 1957).

La formacion de la memoria a largo plazo requiere de cuatro etapas: aprendizaje, consolidacion,
almacenamiento y evocacion (Krenz et al., 2023; Roy et al., 2022). La informacion adquirida
durante el aprendizaje llega a la formacion hipocampal a través de la corteza entorrinal. El
procesamiento unidireccional de la informacion forma el “circuito tri sindptico”, que hace
referencia al conjunto de conexiones conformado por la corteza entorrinal, el GD y las regiones
CA1 y CA3 hipocampales (Amaral & Witter, 1989).

Las células de la capa II de la corteza entorrinal (CE) proyectan axones hacia el GD, lo que da
origen a la “via perforante”. Las células granulares del GD reciben y envian la informacién
mediante proyecciones axonales (fibras musgosas) que conectan con las células piramidales de la
region CA3 del Hip. Las células piramidales de la region CA3 envian informacion hacia la
region CAl mediante las colaterales de Shaffer. La region CAl del Hip proyecta
unidireccionalmente al subiculum y la corteza entorrinal (Amaral & Witter, 1989)

1.4 Glicosilacion

Después del proceso de traduccion proteico, en el que se generan las cadenas de aminoacidos. El
plegamiento posterior brinda funcionalidad a la proteina. Sin embargo, esta no es la Unica
modificacion que sufren las proteinas después de generarse. Algunas de estas modificaciones
postraduccionales son la fosforilacion, la metilacion, acetilacion, clivajes, adicion de fragmentos
proteicos y glicosilaciones. Esta ultima esencialmente ha cobrado gran relevancia ya que se ha
visto la existencia de modificaciones en el tipo de glicosilacion durante eventos neuro
inflamatorios asi como modificacion en el tipo de glicosilacion de la proteina TAU fosforilada.
La glicosilacion comunmente se lleva a cabo en el aparato de Golgi y reticulo endoplasmico mas
no son los unicos sitios en los que se puede glicosilar o deglicosilar una proteina. Mediante este
proceso, se anaden carbohidratos a las proteinas creadas a partir de la traduccion del material
genético. La glicosilacion es la modificacion postraduccional méas abundante en las células, se
considera que al menos el 50% del proteoma de la naturaleza se encuentra glicosilado y se cree
que debido a los multiples sitios de glicosilacion presentes en los animales, posiblemente la
totalidad del glicoma celular se encuentre glicosilado (Apweiler et al., 1999; Montreuil, 1995).
Ademas de esta glicosilacion esencialmente omnipresente en las proteinas, la variedad de tipos
de glicosilacion y combinaciones de carbohidratos puede variar. De esta forma se presenta un
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entorno donde las glicoproteinas pueden presentar diferentes funciones y sefiales dependientes de
su glicosilacion. Esta adicion de carbohidratos suele llevarse a cabo en reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi (Potapenko et al., 2010). Diversos estudios han demostrado que las vias de
glicosilacion se modifican durante estados alterados de neuroinflamacién (Limon et al., 2011;
Park etal, 2020; Ramirez Hernandez etal., 2020). A su vez, las células presentan
modificaciones fenotipicas asociadas a la inflamacion viéndose afectados los patrones
glicosidicos en organismos sin procesos inflamatorios (Liu et al., 2018; Ramirez et al., 2019).

1.4.1 Glicoma

Se ha intentado englobar a los diferentes tipos de glicoconjugados por diferentes autores que han
descrito a la totalidad de las estructuras que presentan carbohidratos empleando la terminologia
glicoma. Este término engloba a los glicoconjugados compuestos por cadenas de carbohidratos o
glicanos unidos covalentemente a moléculas lipidicas o proteicas (Reily et al., 2019). El glicoma
se genera mediante la union de carbohidratos a las proteinas o lipidos mediante un proceso
denominado glicosilacion. La unioén es sumamente diversa y puede verse modificada debido a la
secuencia, longitud, sitio de glicosilacion o conjugacion estereoquimicas de los carbohidratos
(Spiro, 2002; Varki, 2017). Derivado de los mecanismos enzima sustrato y genéticos asociados a
la glicosilacion de lipidos y proteinas. Se considera al glicoma como la expresion de los patrones
de expresion genética asociados a la respuesta de la célula y ante su medio (Ramirez Hernandez
etal., 2022; Scott et al., 2013). La sintesis de glicoconjugados es el mecanismo por el cual se
anaden glicanos o carbohidratos independientes a estructuras que pueden ser principalmente
proteinas o lipidos. La adicion de estos carbohidratos se asocia principalmente al reticulo
endoplasmico rugoso y al aparato de Golgi. Sin embargo, la glicosilacion puede llevarse a cabo
tanto en el citosol, el nacleo celular, la membrana celular e inclusive en el medio extracelular. La
ubicuidad de los procesos de glicosilacion se puede asociar principalmente a las enzimas que
fungen como mecanismo principal de glicosilacion (Spiro, 2002). Se ha visto que la presencia en
el medio de enzimas asociadas a procesos glicosidicos permite la glicosilacion de las proteinas
independientemente del sitio en el que se encuentren mientras que las condiciones requeridas
para su funcionamiento estén presentes. A pesar de esto, la necesidad de los precursores
glicosidicos y estructuras de ensamblaje asociadas a los sitios de glicosilacion pueden fungir
como limitantes o impedir directamente el funcionamiento enzimatico y por ende el proceso de
glicosilacion. Las funciones asociadas a los carbohidratos afiadidos a proteinas y lipidos
celulares pueden dividirse en cuatro categorias; roles estructurales y moduladores,
reconocimiento extrinseco, reconocimiento intrinseco y mimetismo molecular. Estas
caracteristicas no son excluyentes unas de otras (Varki, 2017). La modificacién en estructuras
glicosidicas modula diversos procesos celulares como pueden ser; la respuesta inflamatoria,
regulacion de la respuesta inmune, modular procesos apoptoticos, procesos metabolicos celulares
que incluyen la sefializacion celular y procesos asociados a enfermedad como es la metastasis en
células cancerigenas. Ademads, las cadenas de carbohidratos que en su mayoria presentan
caracteristicas hidrofilicas contribuyen al plegamiento de las proteinas (Caramelo, 2009).
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La amplia diversidad funcional asociada a sitios de glicosilacion se ha visto ligada al elevado
nimero de estructuras ramificadas existentes. Se ha calculado que el niimero aproximado de
estructuras ramificadas de carbohidratos posibles se encuentra en el orden de 10'? combinaciones
glicosidicas posibles. Este gran nimero de glicosilaciones asociada a los tipos de carbohidratos,
las estructuras generales y las ramificaciones posibles pueden dividirse en diversos tipos de
glicosilacion (Laine, 1994). La actividad de enzimas del aparato de Golgi (glicosiltransferasas y
glicosidasas) regula la adicién de carbohidratos principalmente por disponibilidad de sustrato. A
su vez, la disponibilidad de sustrato y enzimas se regulan a través de transcripcion genética.
Finalmente, estas modificaciones asociadas al genoma y proteoma celular se pueden clasificar de
diversas formas, entre las que destacan la O - Glicosilacion y la N- Glicosilacion para generar
glicoproteinas o glicolipidos (Spiro, 2002). Los elementos del glicoma que han demostrado un
mayor interés por la comunidad cientifica debido a su funcion e interacciones glicosidicas son
los proteoglicanos independientemente del tipo de glicosilacion que estos presenten.

Los proteoglicanos engloban una categoria conformada por cadenas largas de
glicosaminoglicanos unidos a un ntcleo de acido glucuroénico, galactosa y xilosa que se enlaza al
grupo hidroxilo de la serina en un motivo de serina-glicina - X - glicina. Estos proteoglicanos a
su vez pueden subclasificarse con base en el numero, composicion y grado de sulfatacion de sus
unidades disacaridas. Ademas de las glicoproteinas, otro grupo ampliamente estudiado son los
glicolipidos o glicoesfingolipidos son una clase de glicoconjugados unidos a lipidos como su
nombre sugiere. Presentan afinidad especialmente hacia galactosa y glucosa unidos o asociados a
membranas celulares con contenido lipidico (Trudy McKee & James R. McKee, 2016).

1.4.2 O - Glicosilacion

La O-glicosilacion se considera la forma mas diversa de glicosilacion presente en los
organismos, se generada principalmente por la accion de la enzima O - GlcNAc transferasa en el
nucleo celular y el citosol. Esta forma de glicosilacion genera un enlace covalente sobre el grupo
hidroxilo de los aminodcidos de Serina o Treonina. A su vez se subclasifican segun el
carbohidrato que genera el enlace covalente sobre el grupo hidroxilo. Los carbohidratos que se
unen inicialmente se pueden dividir en 6 grupos representados por; GalNAca, Sia a 2 - 6
GalNAc o, Gal B 1 - 3 GalNAc a, GlcNAc B 1 - 6 (Gal B 1 - 3) GalNAc a, GIcNAc B 1-3
GalNAc ay GIcNAc B 1 - 6 (GlcNAc B 1 - 3) GalNAc (Reily et al., 2019; Varki, 2017).
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1.4.3 N - Glicosilacion

La estructura principal asociada a la N - Glicosilacion es la union de una N Acetil - Glucosamina
(GIcNACc) unida mediante enlace B 1 - glicosidico a un 4&tomo de nitrégeno del grupo amino de la
Asparagina como union covalente principal seguida de otra molécula de GlcNAc y tres residuos
de manosa (Man). Las asparaginas que pueden someterse a glicosilacion mediante este proceso
se encuentran en la secuencia especifica de aminoacidos Asn - X - Ser / Thr donde “X”
representa cualquier aminoéacido excepto a la prolina (Varki, 2017). La N - Glicosilacion proteica
suele ocurrir esencialmente en proteinas extracelulares o unidas a membrana. El proceso de
sintesis de N - glicanos inicia en el reticulo endoplasmico mediante precursores de glicolipidos.
Algunos de los precursores lipidicos encontrados en el reticulo endopldsmico son la tri glucosa,
la nonesil manosa y la di N - Acetil Glucosamina unidos a dolicol fosfato que funge como
estructura de uniéon a mecanismos enzimaticos (Trudy McKee & James R. McKee, 2016; Varki,
2017).

El mecanismo de union enzimatica de glicanos inicia mediante la eliminacion de los residuos de
glucosa que se remueven por dos o - glucosidasas y un residuo de manosa en reticulo
endoplasmico que se remueve por accion de la o - manosidasa. Atraviesa un punto de control que
verifica la correcta deplecion de manosa y se desplaza al aparato de Golgi. Nuevamente se
elimina una manosa por la o - manosidasa y se promueven mayores modificaciones glicosidicas
a partir de este punto por medio de diversas enzimas como son la GIcNAc - transferasa I - IV,
B1,4 galactosil transferasa, a 2,3 sialiltransferasa y a 2,6 sialil transferasa que incrementan
enormemente las combinaciones de carbohidratos de N - Glicanos. La longitud de las
ramificaciones de carbohidratos se ha asociado a la adicion de GIcNAc unida mediante enlace 3
que son donados por ADP - GIcNAc (Spiro, 2002; Trudy McKee & James R. McKee, 2016). El
tipo de estructura de glicanos y el nimero de ramificaciones pueden modificar las caracteristicas
de las glicoproteinas, lo cual puede modificar diversas funciones celulares como la respuesta de
receptores de citocinas, la proliferacion y diferenciacion celular (Varki, 2017).

1.5 El glicoma cerebral

Las primeras predicciones del glicoma cerebral se basaron en los gangliosidos celulares
complejos para explicar las interacciones de cé€lulas en sistema nervioso y asociaciones de estas
con glicosil transferasas expresadas en la superficie celular. Con base en estos estudios se
determiné la existencia de un mecanismo mediante el cual se genera una sefalizacion de marcaje
por eliminacion de glicanos de superficie. Diversos estudios han logrado senalar trastornos
genéticos de la glicosilacion con neuropatologias como el retraso mental, convulsiones o la
epilepsia (Freeze et al., 2015; Ramirez Herndndez et al., 2022; M. A. Smith et al., 1995; Varki,
2017). Si bien, la especificidad de las glicosilaciones en proteinas neuronales juega un papel
clave en las interacciones celulares, es necesario comprender el panorama glicomico como un
todo en el cual la regulacion a la baja o al alza de determinadas glicosilaciones podrian indicar
un metabolismo celular especifico que podriamos asociar a condiciones patoldgicas. Por lo que,
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el estudio y analisis de cada uno de los glicanos en el SNC permite comprender en mayor medida
el metabolismo neuronal (Kim etal., 2018; I. D. Limon et al., 2011; Ramos-Martinez et al.,
2018).

1.5.1 Acido sialico

Las proteinas glicosiladas tanto en N como O - glicosiladas en mamiferos suelen estar cubiertas
por Ac. sidlico cargado negativamente. La eliminacion del Ac. sidlico en si puede desenmascarar
sitios de union para receptores o anticuerpos que reconocen residuos subterminales de B -
galactosa, presenta actividad como mediador de la sefalizacion celular. Diversos mecanismos
dependen de la sialilacion y desialilacion como regulador de procesos asociados a glicoproteinas.
Un ejemplo de esto en SNC es el papel de los Ac. sidlicos en la migracion y rutas de
desplazamiento axonal durante etapas de desarrollo o regeneracion neuronal. Mediante la
eliminacion de Ac. sidlico se despolariza la actina citoesquelética lo que deriva en el
desplazamiento y reestructuracion axonal clave en la reparacion celular de tejidos y eventos de
plasticidad cerebral (Lee et al., 2014; Limoén et al., 2011; Matsubara et al., 2018).

Entre las estructuras glicoproteicas, resaltan las estructuras poli sialiladas que representan un
papel fundamental en la comunicacién celular, estas se han visto asociadas a estructuras
monoantenarias de Gal B - 3 GlcNAc o Gal B - 4 GIcNAc. La presencia de estructuras poli
sialiladas se ha visto ligada a regiones cerebrales especificas que suelen presentar alta plasticidad
neuronal, en el cerebro de rata adulta, se han visto altamente ligados a canales de sodio. Diversos
estudios han reportado marcaje de NCAM poli sialilada como marcador de activacion
astrocitario con ratas que presentan Parkinson en modelos experimentales por lo que la
activacion astrocitaria podria depender de la sialilacion de NCAM o este fungir como marcador
necesario para la actividad de los astrocitos activados (Parra et al., 2019). En modelos neuro
inflamatorios por microinyeccion de LPS intracerebral se vio cierta reduccién de Ac. sialicos,
principalmente los enlazados mediante union a - 2,3. Los enlazados mediante uniéon a 2,6 no se
modificaron mediante esta metodologia (Rebelo et al., 2021). Otro proceso clave en relacion con
el Ac. sidlico es la pérdida de sialilacion en proteinas mediante la accidon de sialidasas endogenas.
Este proceso ocurre de manera natural en el organismo como un mecanismo que permite
degradar y eliminar proteinas después de cierto tiempo de su generacion como parte de un
sistema de recambio proteico (Yang et al., 2015).

1.5.2 Fucosilaciéon

En investigaciones recientes asociadas a la neuroinflamacién inducida por LPS administrado
intracerebralmente mediante microinyeccion, se ha visto la reduccion de estructuras fucosiladas.
Este efecto se ha visto generalizado en todo el hemisferio afectado por la administracion de LPS
y no solo en el sitio de la lesiéon por lo que se considera esta actividad como una respuesta
cerebral mediante reconocimiento de LPS (Rebelo et al., 2021). Se ha reportado en cerebro una
gran cantidad de fucosilaciones N -glicosiladas, Shimizu et al (1993) reportaron la existencia de

26



regulacion regional para la cantidad de proteinas fucosiladas en SNC. Es resaltable que la
mayoria de las fucosilaciones detectadas en el SNC no se ven reflejadas periféricamente. Por
ejemplo, multiples proteinas séricas no se encuentran fucosiladas o los sitios de fucosilacion se
encuentran enmascarados por otro carbohidrato a diferencia de diversos elementos en el SNC
que presenta fucosilaciones terminales de forma natural. Al contrario de lo que se observa en
regiones fuera del SNC donde la presencia de fucosas terminales en las cadenas de
oligosacaridos puede fungir como marcadores de senectud celular o proteica (Yang et al., 2015).

La importancia de la fucosilacion cerebral es tal que en un estudio de la N - glicosilacion
cerebral se encontr6 al analizar 42 glicanos unidos a N, que 30 de ellos (71.4%) estaban
fucosilados y 7 (16.7 %) eran glicanos complejos no fucosilados. Mediante este estudio, se
demostré que alrededor del 70% de proteinas especificas del cerebro presentan elevados niveles
de fucosilacion terminal (Eshghi et al., 2014). En otros estudios se ha visto que la inyeccion
intracerebral de fucosa ha generado la retencién mejorada de comportamientos aprendidos por lo
que se ha implicado un papel importante de la fucosilacion en la retencion, formacion y
recuperacion de memorias especialmente sobre el circuito de estimulo respuesta. Esto concuerda
con otras lineas de investigacion en las que bajo condiciones experimentales la ausencia de o 1-6
fucosil transferasa derivo en fenotipos de ratones con padecimientos similares a la esquizofrenia
(Fukuda et al., 2011).

1.5.3 Manosa

Los glicanos de oligomanosa en el SNC presentan diferentes funciones; estudios previos han
demostrado que la presencia de estos funge como un factor clave para el desarrollo neuronal
temprano. Ji, I. J etal., en el 2015 describieron la ausencia o reducciéon generalizada de la
manosilacion hipocampal comparada con el resto de las regiones cerebrales. Las diferentes
detecciones regionales indican la existencia de regulacion espacial en los procesos glicosidicos
por lo que se considera que la ausencia de elementos manosilados estd relacionada a la
regulacion postraduccional y transporte intracelular enzimatico. Se ha descrito que las Man 6 - P
se encuentran localizadas en los lisosomas neuronales principalmente asociadas a proteinas
asialiladas, lo que relaciona la actividad lisosomal con la degradacion de elementos no sialilados
(Spiro, 2002). La uniéon de GlcNAc bisectantes se ha visto ligada a la reduccion de estructuras o -
manosiladas, lo que podria asociar el incremento de estas en trastornos neurodegenerativos y la
reduccioén de manosilacion en sus proteinas (Miwa et al., 2012; Rebelo et al., 2021).

1.5.4 GIcNAc

Al ser parte esencial en la N y O glicosilacion, la N - Acetil glucosamina representa uno de los
puntos importantes en la generacion de glicanos. Las estructuras uni, bi, tri o tetra antenarias
formadas a partir de la GIcNAc permiten la unién de otros carbohidratos. Asi mismo, forma
parte de las cadenas de carbohidratos y estructuras truncadas o limitadas debido a la localizacion
estereotaxica de su ordenamiento. En los denominados GIcNAc bisectantes limitan la unién de
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mas N - glicanos a sus cadenas, presentando asi GIcNAc terminales. La presencia de cadenas
glicosidicas multiantenarias de GIcNAc en cerebro se asocia a los niveles de N - Glicosilacion en
el SNC debido a que gran niimero de estructuras biantenarias y bisectarias fungen como
limitantes de cadenas N -glicosidicas. Ademads de haberse reportado el incremento de estructuras
biantenarias y bisectarias en trastornos neurodegenerativos (Rebelo et al., 2021; Samal et al.,
2020).

1.5.5 Galactosa

Se han visto en estudios de la Sustancia Nigra pars compacta un incremento de galactosas
terminales asociadas al proceso de envejecimiento del organismo. Este proceso de
galactosilacion celular es independiente de los procesos de dafio celular segun lo reportado por
Park etal., (2020), quienes en un modelo de encefalitis autoinmune no encontraron
modificaciones de la galactosilacion del epitelio neuro - olfatorio. Demostrando asi, la

modificacion del glicoma por procesos neuro inflamatorios asociados a este carbohidrato (Samal
et al., 2020).

1.6 Modificaciones de glicosilacién en la EA

1.6.1 Estudios de glicosilacidon asociados a mutaciones de la EA

En enfermedades asociadas a la neuroinflamacion como es el caso de la EA se ha descrito que el
receptor de union al acido sidlico de aparicion tardia SIGLEC-3 se ve altamente incrementado.
En multiples estudios de asociacion de genoma recurrente de pacientes con EA se ha
determinado que SIGLEC-3 humano (CD33) presenta afinidad a los sialoglicanos o 2,6 -
biantenarios, por lo que un incremento en este receptor podria indicar la modificacion de este
carbohidrato (Hammonds et al., 2017; Fraschilla & Pillai, 2017). Estudios glicogenéticos de la
EA han reportado que las mutaciones sueca y londinense de la EA generan glicosilacion
modificada de la PPA, asociando a esta alteracion glicosidica el incremento de AP 42 / AP 40 en
pacientes que poseen un incremento de residuos de GlcNAc bisectante y un incremento de la
GlcNAc transferasa I1I (Schedin-Weiss, et al., 2014).

Mutaciones relacionadas a la EA como la del gen M146L presentan reduccion en la sialilacion
de NCAM. Esto se observa mediante la evaluacion en la modificacion de la adhesion celular y el
crecimiento de neuritas ademas de que los pacientes con esta mutacion presentan limitacion de la
plasticidad, el aprendizaje y la capacidad de memoria a consecuencia de las modificaciones
presentes en los niveles de Ac. sidlico. Aunado a esto, las mutaciones de la PS1 generan la
reduccion de la expresion membranal de o 2 - 3 - salié - glicoproteinas. Se ha visto que esta
desialilacion induce un cambio de tamafio de la NCAM lo que modifica la ubicacion espacial de
los residuos de la proteina en la membrana celular. Debido a esto se considera que el Ac. sialico
tiene actividad en la estructura tridimensional de la NCAM posiblemente debido a sus cargas, lo
que genera la pérdida de marcaje reconocible de NCAM en la proteina desialilada (Scarisbrick &
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Jones, 1993). Se ha informado que la sialilacion de las proteinas en la EA disminuye debido a la
reduccion de la actividad de sialiltransferasas. Estos estudios reportaron que la reduccion de
sialiltransferasas afecta principalmente al lobulo frontal y temporal sin verse afectada la
sialilacion a nivel hipocampal (Schedin-Weiss et al., 2014). Se ha reportado que la sialilacion de
proteinas presentes en LCR de pacientes con EA fue significativamente menor al ser evaluada
con lectina WGA, mientras que la tincion con otras lectinas que reconocen carbohidratos de
manera similar como es la Con A no se vio modificada. Como WGA se une a GIcNAc y
sacaridos que contienen acido sialico, mientras que Con A se une a GIcNAc pero no al acido
sidlico, los resultados indicaron que las proteinas del LCR estaban menos sialiladas en pacientes
con EA que en pacientes sin EA. Otro estudio de union a WGA confirm¢ la unién reducida a
esta lectina de varias glicoproteinas en el LCR de pacientes con EA en comparacion con
individuos sanos y sefiald a la transferrina (TF) como una de estas glicoproteinas (Hoshi et al.,
2021).

1.6.2 Cambios asociados al tipo de glicosilacion en la EA

En estudios para reducir la formacion de las PNs, se ha visto que al inhibir la enzima O -
GlcNAcasa la formacion de PNs se ve reducida, evitando el desencadenamiento de diversos
procesos neurodegenerativos y asi el deterioro de la memoria. Este efecto protector dado por la
inhibicion de la O - GlcNAcasa se ve asociado principalmente a la actividad de nicastrina que
forma parte fundamental de la y - secretasa ya que su estructura altamente O - GIcNAcilada se
relaciona al incremento de PNs a diferencia de su forma reducida en O - GlcNAcilada. Aunque
este cambio en la nicastrina aparentemente tiene efectos en la reduccion de PNs se debe recordar
que multiples estructuras O - glicosiladas se han asociado a la EA y la reduccion de la O -
GlcNAcilacion afecta a esas estructuras de igual forma pudiendo ser estas proteinas no
analizadas las responsables de reducir la acumulacién amiloide o mejorar la memoria
(Schedin-Weiss, et al., 2014).

A pesar de que las N - Glicosilaciones suelen asociarse a proteinas extracelulares o de
membrana, diversos estudios han demostrado que la proteina TAU en la EA se encuentran N -
glicosiladas. La proteina TAU posee tres sitios potenciales de N - glicosilacion, presenta ademas
un elevado contenido de manosas y Ac. sidlicos. El incremento de la N - Glicosilaciéon de TAU
en la EA aunado a la reduccion de la O - GlcNAcilacion deriva en una glicosilacion aberrante
que genera la modificacion completa de las glicosilaciones de la proteina TAU fosforilada e
hiperfosforilada que facilita su agregacion y generacion de MNFs (Schedin-Weiss et al., 2014).

1.7 Lectinas

Las lectinas constituyen un grupo de proteinas de origen no inmune que comparten en comun la
propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos. Los carbohidratos
reconocidos por lectinas pueden encontrarse de forma libre o como parte de estructuras
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complejas como son los glicolipidos y las glicoproteinas. Por lo que una manera de detectar de
manera especifica los carbohidratos asociados a la superficie o interior de una célula es mediante
el uso de lectinas. Estas se utilizan ampliamente en diversos procedimientos y protocolos de
investigacion (Hernandez Diaz et al., 1999).

2 Hipotesis

La administracion del péptido A,s.;5 en ventriculos laterales genera cambios en los patrones de
glicosilacion en la corteza visual (CtxV), corteza frontal (CtxF) e hipocampo (Hip) asociados a
dafio y déficit cognitivo.

3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar los cambios de los patrones de la glicosilacion en CtxV, CtxF e Hip de rata Wistar
posterior a la administracion del péptido AB,s3s en los ventriculos laterales y determinar la
relacion con la pérdida de la memoria.

3.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la modificacién conductual y pérdida de memoria a largo plazo generada por la
administracion del péptido AB,s.ss.

2. Cuantificar los cambios en la lipoperoxidacion y los niveles de nitritos en CtxF, CtxV e
Hip generado por la administracion del péptido AP,s.;s en ventriculos laterales.

3. Evaluar en CtxF, CtxV e Hip los cambios en los patrones de glicosilacion ante la
administracion del péptido A,s.;s en los ventriculos laterales de ratas.
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4 Diagrama de trabajo
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Figura 5.- Diagrama de flujo de método experimental en dias. 0 cirugia estereotaxica. 25 Prueba de campo abierto.
28-29 prueba de objeto novedoso. 31 Eutanasia. 32 en adelante Pruebas bioquimicas para detectar nitritos,
lipoperoxidacion, microscopia de fluorescencia.

5 Material y método

5.1 Animales

En el presente proyecto se utilizaron 15 ratas Wistar de aproximadamente 4 meses de edad
(macho adulto 250 - 260 g) provenientes de la Unidad Académica Bioterio (UAB) de la facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Los animales se
resguardaron en el bioterio del departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina UNAM.
Se proporciond alimento y agua ad libitum. Se respetaron ciclos luz oscuridad 12h / 12h y la
temperatura se mantuvo a 22 +/- 3 °C.

Los ejemplares se organizaron en tres grupos experimentales con una n = 5: intacto (Int),
vehiculo (Veh) y AP ,s.35. Los procedimientos a los que se sometieron los animales se llevaron a
cabo de acuerdo con la NOM-062-ZO0O-1999 y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales del Laboratorio (CICUAL-UNAM). Para el uso y manejo de animales se acredito el
curso de manejo ante el Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM mediante el curso de
“Induccién, manejo animal y normas de trabajo en la Unidad de Modelos Bioldgicos” con folio:
1068.
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5.2 Preparacion del péptido

La solucion del péptido AB,s.3s para la administracion intracerebroventricular, se prepard con el
péptido comercial de la marca Sigma Chemical. Co., St Louis, MO EE. UU., el péptido se diluy6
en solucion salina isoténica estéril (SSI) [NaCl al 0.9 %]. Concentracién final de 1 ug / pL.
Posteriormente se incub6 a 37° C durante 36 horas previamente a la administracion (Ortega et al.,
2014; Limon et al., 2011; Ramirez et al., 2018; Ramirez-Hernandez et al., 2023).

5.3 Administracion del péptido

Se administraron 2 pL de péptido AP,s;s en ventriculos laterales mediante el procedimiento
utilizado por Ramirez et al., (2019). Como anestésico se empled Ketamina Xilacina [75:10 mg /
Kg.] a los grupos experimentales Veh y A,s_;s. Posterior a la sedacion profunda, se rasuraron las
cabezas de las ratas y se colocaron en el aparato de cirugia estereotaxica. Para realizar la
trepanacion, se expuso el craneo mediante una incisién en sentido anteroposterior en la region
frontal hacia occipital (1 cm de longitud). El sitio de trepanacidon se determind mediante las
coordenadas establecidas por Paxinos y Watson (2013) a partir del punto de Bregma. Se
emplearon las coordenadas; anteroposterior -1mm, lateralidad +/- 1.5 mm y profundidad - 3.5
mm respecto a la duramadre. Al grupo Veh se le administrd 2 pL. de solucion salina estéril (NaCl
al 0.9 %) empleando las mismas coordenadas.

5.4 Registro de pruebas conductuales

Las pruebas de campo abierto y reconocimiento de objeto novedoso se registraron con una
camara Logitech modelo C920 Pro-HD Webcam. La camara se coloco en el centro del campo de
exploracion a una altura de 1 m sobre el centro del campo de exploracion orientada hacia abajo.
Los videos se registraron a una resolucion de 1280 x 720 pixeles 30 fps en formato mp4. Durante
todas las pruebas se evit6 el ruido y se mantuvo a una distancia de 3 m del campo de exploracion
para evitar que la presencia de personas afectase el comportamiento de las ratas.

5.4.1 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto se realizé 25 dias post - administracion del péptido. Los videos se
procesaron con el software “Tracker Video Analysis and modeling tool” version 6.1.3 para
Windows 64. Se generd la barra de calibracion de distancias a partir de los puntos entre las
aristas inferiores del campo de exploracion y se determind la distancia entre ambos puntos como
0.5 m para poder cuantificar la distancia y velocidad recorrida. Se afadié un plano cartesiano
para el registro de coordenadas en centimetros, el punto de origen se posiciond en la arista
inferior izquierda del campo de exploracion. El seguimiento del movimiento de las ratas se
registrd6 mediante la deteccion de pixeles, con la finalidad de reducir la deteccion erronea de
movimiento e incrementar la veracidad del movimiento, se emplearon los filtros de video:
invertir colores, brillo 79, sombreado - 34 y contraste 97.
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Figura 6.- Planteamiento de coordenadas por regiones delimitadas. En A) se muestra el mapa de recorrido generado
por una rata mediante el software de seguimiento Tracker por deteccion de coordenadas por fotograma (9000
puntos) mediante rombos y linea de seguimiento mediante la unién secuencial de coordenadas. En B) se muestran
las regiones en las que se dividio el campo de exploracion, se determinaron las regiones como: I las esquinas o del
campo de exploracion, II Los pasillos periféricos entre esquinas, III la region central sin incluir el centro del campo
de exploracion y IV el centro del campo de exploracion.

Los videos se analizaron con la herramienta de seguimiento de objetos automatico por deteccion
de pixeles con una tasa de evolucion de 100 y retencion de 1 respecto a la imagen anterior. Cada
video se analiz6 desde el segundo 1 al momento de colocar la rata en posicion inicial hasta el
segundo 300. La totalidad del video se reprodujo a 30 fps para un total de 9,000 fotogramas por
video y una coordenada por fotograma. En la Figura 6 inciso A) se puede observar un mapa de
seguimiento del movimiento de una rata, cada punto de deteccion se representa como un rombo
en el campo de exploracion.

Para delimitar regiones de exploracion se determinaron regiones de interés segun lo reportado
por otros grupos de investigacion como se muestra en la Figura 6 inciso B). Se dividi6 el campo
de exploracion total (250 cm?) en 4 regiones para representar la interaccion interna y externa del
campo de exploracion. La region I o esquinas 10 x 10 cm en cada arista del campo de
exploracion. Region II o pasillos de 10 cm x 30 cm, estos pasillos son la conexién periférica
entre las esquinas. Region 111 como el campo central 30 x 30 cm sin incluir el centro o region IV
de 10 x 10 cm.

Los datos obtenidos mediante el analisis de la prueba de campo abierto se vaciaron en hojas de
Excel para cuantificar la presencia de la rata en regiones especificas por cada condicion
experimental. Los datos se analizaron en el programa GraphPad Prism v9.0.2 segun lo
establecido en el apartado estadistico.
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Las distancias recorridas y la velocidad promedio de los recorridos proporcionada por el
programa Tracker se analizaron en el programa GraphPad Prism v9.0.2 segin lo establecido en
el apartado estadistico.

Las coordenadas de cada region explorada se convirtieron en imagenes de mapas de rastreo de
movimiento para visualizar el desplazamiento de las ratas en un mapa de bits. Para presentar de
forma visual el comportamiento general por grupo experimental, se generdé un mapa de calor al
dividir el campo de exploracion en cuadrantes de 2.5 x 2.5 cm, se empled el promedio de la
actividad por cuadrante de la totalidad de las ratas pertenecientes a cada grupo experimental.

5.4.2 Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Para realizar la prueba de reconocimiento de objeto novedoso se utilizé un cubo de acrilico de 50
x 50 x 50 cm con una cama de aserrin idéntica a la proporcionada para los contenedores de
confinamiento. Se realiz6é una modificacion de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso
descrita originalmente por Ennaceur & Delacour, (1988).

Figura 7.- Imagen ilustrativa de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso. En A) se observa la disposicion de
objetos similares en forma y tamafio “a” y “b”. En B) se presenta la substitucion del objeto “b” por el objeto

[IPX]

novedoso o “c”.

La prueba comprende 3 fases; habituacion, aprendizaje y memoria. La etapa de habituacion se
realizé de los 25 a 27 dias posteriores a la administracion del péptido. El periodo de habituacion
consistid en periodos de 5 min en los que se coloco la rata en una posicion cercana a la pared

contraria de la guia visual de orientacion. La guia visual de orientacion consistid en un cuadrado
de 10 cm x 10 cm. En el centro de una de las paredes de la caja con dos barras de 10 cm x 5 cm.
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El periodo de habituacion consistié en el ingreso secuencial de cada rata al cubo de acrilico
durante un periodo de 5 minutos sin presencia de objetos para la prueba con el fin de
acostumbrar a los roedores al manejo y evitar que esto sea un factor de estrés que pudiese afectar
los resultados de esta misma. Se permitio la libre exploracion en ausencia de estimulos externos
y después de 5 min se retird al ejemplar. Se retird la cama de aserrin proporcionada y se
higienizo el cubo de acrilico con etanol al 70 % con una gasa para eliminar residuos de aroma o
residuos de heces y orina que afectasen la interaccion con los objetos. Este proceso se realizd
durante 3 dias y se espero6 al dia siguiente para iniciar la fase de aprendizaje.

Al terminar el periodo de habituacion, se pasa a la fase de aprendizaje en la que se le presentan
los objetos ”a” y ”’b” los cuales fueron 2 estructuras consistentes en torres de bloques de apilar
con ordenamiento, colores y alturas similares colocadas equidistantemente de los muros de
orientacién y contra orientacion ademds de estar separadas de forma equidistante del centro y
paredes laterales. Las torres se denominaron como objeto a y b respectivamente como se ilustra
en la Figura 7. Las ratas se colocaron en el contenedor mediante el procedimiento mencionado en
la etapa de habituacion y se permitid la exploracion libre de los objetos y el campo exploratorio
durante 5 min en posiciones y orientacion similares. Se retird la cama de aserrin proporcionada y
se higieniz6 el cubo de acrilico y los objetos con etanol al 70 % con una gasa para eliminar

residuos de aroma o residuos de heces y orina que afectasen la interaccion con los objetos.

Finalmente, en el quinto dia se procedid a realizar la prueba de memoria y reconocimiento de
objetos. En la etapa de memoria se substituyd el objeto “b” por una torre de bloques con
estructura, colores y altura diferente a la de los objetos “a” y “b” a la que se denominé objeto
“c”. Se repitieron los procedimientos descritos en la etapa de aprendizaje. Se analizaron los
videos para determinar la interaccion con cada objeto, se determiné como interaccion a los
eventos de olfaccion, contacto de vibrisas, nariz o patas con el objeto, no se consider6 como
interaccion al contacto de patas traseras, cola o costados de la rata. No se contabilizaron eventos
en los que los roedores permanecieran inactivos en zonas cercanas a los objetos. La
cuantificacion de interacciones de cada objeto se realizdo mediante el software Adobe Photoshop
mediante el editor de video para realizar un seguimiento cronometrado del momento en el que se
inicié o termind la interaccion con los objetos. De esta forma se logro visualizar el momento de
inicio de una interaccion, el final de esta y cuantificar de manera mas precisa el numero de
eventos exploratorios.

El nimero de toques de cada objeto se registrd en tablas de Excel y se obtuvo el indice de
exploracion tanto para el toque de objetos como para el tiempo empleado en la exploracion de
estos. Con base en lo anterior se determind el indice de preferencia (IP) de objeto calculado se
utilizaron las siguientes formulas:
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Formulas para la generacion de IP por Interaccion:

Tl =A + B1 T2 =B2 + C

_ A _ Bl V2 __C
la = - bl = — b2 = = Ic = =

A Interacciones con el objeto “a”

B1 Interacciones con el objeto “b” durante la fase de aprendizaje

B2 Interacciones con el objeto “b” durante la fase de memoria

C Interacciones con el objeto “c”

T1 Suma de las interacciones durante la fase de aprendizaje en objetos “a” y “b”
T2 Suma de las interacciones durante la fase de memoria en objetos “b” y “c”
la IP del objeto “a”

Ib1 IP del objeto “b” durante la fase de aprendizaje

Ib2 IP del objeto “b” durante la fase de memoria

Ic IP del objeto “c”

Los indices de preferencia se analizaron con el software GraphPad Prism 9.0.2 seglin lo
establecido en el apartado de analisis estadisticos.

5.5 Eutanasia y procesamiento de las muestras

Se sacrificaron los animales a los 31 dias post administracion del péptido, mediante sobredosis
de Pentobarbital sédico [65 mg / mL] de la marca Aranda salud animal. Posterior a la pérdida de
respuesta a estimulos externos se expuso caja toracica, se perfundié con SSI (100-200 mL) via
intracardiaca para reducir el contenido de sangre en vasos sanguineos cerebrales. Se decapitaron
las ratas, se extrajeron y fijaron los cerebros con paraformaldehido 4 % en solucién tamponada
de fosfatos (PBS) 1X [0.1 M] pH 7.4 durante al menos 24 h. Todos los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999 y de conformidad con el
CICUAL-UNAM.

5.6 Cortes histoldgicos

Para la obtencion de cortes coronales de las regiones de interés, se obtuvieron ldminas de 30 um
de espesor de cada cerebro. Considerando como positivo hacia frontal y negativo hacia caudal
respecto al punto de bregma los cerebros se colocaron en una platina fria para posteriormente
realizar cortes coronales del Hip dorsal por medio de un vibratomo (Leica VS100). Se utilizaron
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las coordenadas - 2.8 a - 4.3 mm y - 4.5 - 5.6 mm, considerando el punto de bregma como la
coordenada 0,0. Los cortes de secciones coronales se separaron por regiones de interés en Hip y
cortezas segun las secciones obtenidas comparadas con el atlas de anatomia cerebral de Paxinos
y Watson (2013).

5.7 Manejo de muestras

El procedimiento descrito para la extraccion de cerebro se siguid segin los procedimientos
descritos anteriormente hasta el momento de la extraccion. Posteriormente se procedid a la
diseccion de regiones de interés. Se retiraron las regiones correspondientes a Hip, CtxF y Ctx V.
Los tejidos obtenidos fueron pesados y homogeneizados en PBS. Los homogeneizados se
mantuvieron en hielo y en agitacion constante por dos horas a 4 °C. Posteriormente fueron

centrifugados a 12,500 rpm durante 30 minutos a 4 °C en centrifuga refrigerada (Thermo
Scientific Sorvall ST 8R).

5.8 Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el método de Bradford para cuantificacién de proteinas. Mediante la preparacion de
una solucion de 0.25 pg / uL de albumina sérica bovina libre de IGG en agua MQ como
solvente. La solucion stock [0.25 pg /uL] se utilizod para preparar diluciones seriadas 1:2 hasta
lograr una concentracion de 0.0125 pg /uL. Se utiliz6 un blanco consistente en agua MQ vy las
diluciones seriadas por triplicado. Las diluciones seriadas y el blanco se colocaron en placa de
fondo plano 96 pozos. En cada pozo se colocaron 20 pL de cada concentracion de albimina por
triplicado y se afiadieron 180 pL de reactivo de Bradford [1X]. Para cuantificar las muestras de
cerebro, se empled una dilucion del sobrenadante de tejidos obtenido como se describe en el
apartado de manejo de muestras al que se realizé una dilucion 4:80. Se colocaron 20 pL de la
dilucién de muestras por pozo por triplicado y se afiadieron 180 pL de reactivo de Bradford. Las
muestras y la curva de calibracion generada a partir de las concentraciones seriadas de BSA se
leyeron a 630 nm con un lector de placa Dynatech Mr 50000. Se obtuvo la ecuacién de la recta a
partir de las concentraciones de albumina. Y mediante el despeje de la ecuacion de la recta
obtenida se interpolo la concentracién de proteinas de las muestras, se realizaron los célculos
pertinentes para determinar concentracion por mililitro de sobrenadante.

5.9 Cuantificacion de nitritos por método de nitrato - reductasa (GRIESS)

La cuantificacion indirecta de la actividad oxidativa de ERNs se realiz6 con reactivo de Griess.
El reactivo se prepard con una solucion de N - 1 - (naftil) etilendiamina dihidrocloruro [0.1 % en
solucion 5 % de HCI] con una solucion de sulfanilamida [2 % p / v en 5 % HCI]. Se mantuvieron
en refrigeracion a 4 °C protegidas de la luz hasta el momento de su uso; éstas se mezclaron
inmediatamente antes de realizar la reaccion colorimétrica para evitar alteraciones por
compuestos como S - nitrosotioles y derivados de la L - arginina.
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Se tomaron 50 pL del sobrenadante obtenido mediante homogeneizado y centrifuga (100 g /20
min) de muestras. Cada muestra se colocod en pozo independiente de microplaca (96 pozos). Se
afiadieron 50 pL de sulfanilamida al 1.33 % por pozo. Posteriormente se afiadi6o 50 L. de NED
0.1 % por pozo. La placa se leyd a 550 nm. en espectrometro con lector de microplacas Dynatech
Mr 50000. Como estandar se utiliz6 NaNO2 0.1 mM en un rango entre 1.56 uM a 100 uM. La
concentracion se expresd como pmoles de nitrito / L.

5.10 Cuantificacion colorimétrica de MDA y 4-HDA

Se uso la reaccion de Lambert Beer para cuantificar la lipoperoxidacion mediante deteccion de
MDA como se reportdé por Monnier et., al (1998) se cuantificd lipoperoxidacion mediante
deteccion colorimétrica de malondialdehido y 4 - hidroxi alquenales 4 - HDA. Los aldehidos
necesarios para la generacion de la curva patron se obtuvieron a partir de
1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP) 10 mM como fuente de Malondialdehido (MDA). La
solucion de MDA se hidrolizé con écido sulfurico al 1 % posteriormente, se incubd 2 horas a
temperatura ambiente. A partir de dicha solucidon se generaron las concentraciones para la curva
patrén con una lectura minima de 1 uM / mL a 20 uM / mL para generar curvas con un limite de
deteccion de 0.1 uM. Las muestras se homogeneizaron con PBS 0.1 M pH 7.4. Posterior a la
homogeneizacion del tejido, se centrifugaron 2.5 mL a 500 rpm 4° C. para evitar interacciones
con las bases de Schiff, estas se hidrolizaron con HCI pH 1.5 a 60° C. Se tomaron 200 pL del
sobrenadante por triplicado. Tanto a las muestras empleadas en la generacion de la curva patrén
como a las muestras problema se les anadieron 650 pL. de N - Metil-2-Fenilindol (NM - 2 - FL)
10 mM. La reaccién se desencadeno al afiadir 150 uM de &cido metano sulfonico, se incubd a
45° C 30 min. Se midio la absorbancia de la muestra a 570 nm.

5.11 Histoquimica de lectinas

Para realizar el reconocimiento especifico de carbohidratos se emplearon las lectinas descritas en
la Figura 9. Los cortes se colocaron en placas de 24 pozos de fondo plano. Se colocaron 200 pL
de solucion de lavado consistente en PBS (0.1 M.) Tween (0.2 %), se realizaron 3 lavados de 5
minutos en agitaciéon constante y se reemplazo la solucion de lavado en cada ocasion para
eliminar residuos de la solucion de criopreservacion. Se utilizd solucion PBS (0.1 M) con
albumina sérica bovina (BSA) libre de inmunoglobulinas (IgG) al 2 %. durante 1 hora agitacion
constante se bloquearon uniones inespecificas. Se realizaron 3 lavados 5 min agitacidon constante
con PBS [0.1 M] se reemplazé la solucion en cada lavado para eliminar residuos de los pasos
anteriores. La incubacién con 200 pL de lectina a una concentracion de 1:100 pg de proteina por
mL durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados con PBS [0.1 M] agitacion constante. Posteriormente
se incubd con 200 pL de Ficoeritrina Estreptavidina (PE) BioLegend NoCat:405203) a una
concentracion de 10 pg / mL 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente. Se realizaron 3
lavados con PBS [0.1 M].
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Los cortes histologicos se montaron en portaobjetos gelatinizados con grenetina, se utilizd6 DAPI
de montaje para marcar nucleos celulares y facilitar la visualizacién al microscopio. Se colocd un
cubreobjetos sobre las muestras y se sellaron con esmalte transparente para evitar la desecacion
de las muestras. Se tomaron 3 fotografias por region analizada para cada una de las muestras
para un total de 12 fotografias por lectina analizada por region para cada condicion experimental

Lectina Procedencia Carbohidrato de | Carbohidrato Fabricante y No. Catalogo
biotinilada reconocimiento reconocido
especifico
ALL Amaranthus B 1,3 - N-Acetil [ B - N - Acetil | Biotinilada y filtrada mediante
leucocarpus galactosamina galactosamina | columna de afinidad
VVA/VVL Vicia villosa a / B - N -Acetil [ N - Acetil | Vector Laboratories, Inc.
galactosamina galactosamina | B-1235 Lot:ZJ1006
total
PNA Arachis Galactosil ~ (B-1,3) N | Galactosa total | Vector Laboratories, Inc.
hypogaea -Acetil galactosamina no B-1075 Lot:ZJ1103
sialilados
JAA Artocarpus Galactosil (B - 1,3) | a- Galactosa Vector Laboratories, Inc.
integrifolia N-Acetil galactosamina Cat. Num:B-1155-5
O - Glicosilados
MAA-II Maackia Galactosil (B -1,4) N - [ Ac. sidlico total | E Y Laboratories, Inc.
amurensis Acetil lactosamina y Ac. | Galactosa /| Lot: 300302-2
sidlico en la posiciéon 3 | Lactosa
de galactosa
LTL Lotus L - Fucosa Fucosa / | Vector Laboratories, Inc.
tetragonolobus Arabinosa B-1325 Lot:ZH0409
GS-1I Griffonia a / P -N-Acetil | N-Acetil E Y Laboratories, Inc.
simplicifolia Glucosamina Glucosamina Cat. Num:BA-2402-2 Lot:390316-2
Con A Canavalia o - Manosa o - Manosa /
ensiformis Glucosa

Figura 8.- Tabla descriptiva de lectinas empleadas por procedencia, reconocimiento de carbohidrato especifico y
fabricante.

mediante microscopia de ladser con un microscopio Leica DM2000 en canal de 488 nm y 575 nm.
En aumento de 20 x. Las regiones se determinaron mediante los lineamientos del atlas de
anatomia de Paxinos & Watson, (2013). El area positiva para lectinas se cuantifico en el software
Image J. version 1.53t F.I.J.I. Se utiliz6 la herramienta “split channels”, se selecciono el canal
rojo para reducir cuantificaciones por interferencia de luz o inespecifica. Se dividieron las
imagenes en cuatro regiones idénticas y se selecciono el area cuantificable con el comando set
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Auto Threshold (“MinError dark no-reset") se aplico la seleccion mediante el comando //run
(“Threshold...”) y se cuantificaron los pixeles positivos en las areas seleccionadas con el
comando run (“Measure”, Todas las iméagenes se cuantificaron mediante el mismo proceso
mediante el uso de una Macro para estandarizar el procedimiento. La media de pixeles por area
se coloco en tablas de Excel para organizar los datos, por lectina y tratamiento que permita
generar una matriz de condiciones experimentales y deteccion de fluorescencia. Con base en la
media de pixeles por area obtenida se realiz6 la estadistica descrita en el apartado estadistico.
Ademas, se gener6 un mapa de calor general por regiones para visualizar los datos de manera
global.

5.12 Anadlisis estadistico

Los andlisis estadisticos y graficas se realizaron con el programa GraphPad PRISM version
9.1.2. Se realizd el analisis de las pruebas conductuales, nitritos, lipoperoxidacion y patrén
glicosidico con la finalidad de determinar si habia diferencias entre los grupos experimentales.
Los datos se expresaron como la media + error estandar de la media (ESM) de cada grupo
utilizado. Los valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos en todas las
pruebas. En las pruebas conductuales, para la prueba de campo abierto, se cuantifico el nimero
de detecciones por cuadrante como método para localizar la ubicacion espacio - temporal de las
ratas. Se analiz6 mediante una ANOVA de dos vias de medidas repetidas con un post test
Dunnett. En la prueba de memoria, se analiz6 el reconocimiento de objetos y la discriminacion
de objetos conocidos de los novedosos, mediante T de student de una cola, seguido de un
post-test. Los datos obtenidos de la deteccion de NO, por grupo experimental se analizaron
mediante una ANOVA de una via, seguido de post test Dunnet. Los datos obtenidos de la
deteccion de MDA por grupo experimental se analizaron mediante una ANOVA de una via,
seguido de post test Dunnet. Los datos obtenidos de la deteccion de fluorescencia de PE se
analizaron mediante una ANOVA de una via, seguido de un post test Dunnet. Prueba de
normalidad D' Agostino & Pearson.
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6 Resultados

6.1 La microinyeccion del péptido AB,.ss en ventriculos laterales modifica el
comportamiento durante la prueba de campo abierto sin generar dafio motor

Figura 9.- Esquemas ilustrativos de comportamiento locomotor. Int.- Seguimiento de coordenadas para rata sin
intervencion. Veh.- Esquema de movimiento de rata con lesion por administracion de solucion salina. AB.- Esquema
de movimiento de rata administrada con péptido APys.ss.

El comportamiento y las estereotipias de movilidad se evaluaron mediante la prueba de campo
abierto. En la Figura 9 se muestran trayectorias representativas para cada condicion
experimental, se representa la navegacion en el campo de exploracion (la totalidad de la base del
cubo de acrilico en el que se realiza la prueba) durante un periodo de 5 minutos. Se observa en el
grupo AP,sss la existencia de un desplazamiento de la periferia hacia el centro del campo de
exploracion. Ademads, no presenta una ruta tan marcada como los grupos Veh e Int en el
desplazamiento de la periferia del campo de exploracion.

6.2 La administracion del péptido AB,.ss en ventriculos laterales no afecta la

movilidad de las ratas

Durante la prueba de campo abierto, se evalu6 la tigmotaxis de los grupos experimentales y se
analizd el desplazamiento basdndose en la velocidad y la distancia recorrida para cada grupo
experimental. Para representar de manera visual el desplazamiento general por condicion
experimental se dividi6 el campo de exploracion de 50 x 50 cm en cuadrantes de 2.5 x 2.5 cm, a
partir de estas divisiones se generd un mapa de calor al cuantificar el nimero promedio de
detectadas de coordenadas por cuadrante como se muestra en la parte superior de la Figura 11
incisos. A partir de las coordenadas, se promedi6 el numero de eventos de deteccion por region
como se observa en la parte inferior de la Figura 10. Los mapas de calor por regiones permiten
observar una tendencia de actividad mayor en regiones centrales para el grupo AB,s.3s Se evalud

41



el tiempo transcurrido en cada cuadrante, asi como la relacién entre cuadrantes interiores y
exteriores con base en el valor del porcentaje total de detecciones para cada region. Para
descartar que los cambios en el desplazamiento locomotor sean debido a un dafio generado por la
inoculacién en regiones cercanas a la corteza motora se compar6 el resultado de los grupos grupo
Int contra los grupos Veh y AB,s.3s. Mediante los datos obtenidos de las coordenadas, se utiliz6 la
herramienta de calibracion de distancias del programa Tracker para determinar distancias y
velocidades para cada prueba realizada.

B C D E

A B c D E A B C D E A

Figura 10. Mapas de calor generados a partir del promedio de coordenadas para cada condicion experimental. En la
parte superior: El campo fue dividido en 400 cuadrantes en una rejilla 20 x 20 de 2.5 x 2.5 cm por cuadrante para
cada condicion experimental. En la parte inferior, el campo fue dividido en regiones de interés: I esquinas, 11
pasillos, III region central y IV centro.

La suma de la distancia entre los puntos de deteccion de movimiento de las ratas por condicion
experimental se registr6 y analizd6 mediante ANOVA de una via (Figura 11). Se realizaron los
comparativos de las medias contra el grupo Int, la suma de las distancias entre los puntos se
determind como recorrido. Los recorridos registrados presentaron distancias entre los 13.24 a
22.5 m para el grupo Int, 16.41 a 30.14 m para el grupo Veh y 15.17 a 24.4 m para el grupo
AB,s.3s. No se observaron diferencias estadisticamente significativas para los grupos Int ni AP,s .35
(prueba post - hoc, Dunnett p > 0.05).
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La velocidad promedio de los movimientos de las ratas se determiné con base en las velocidades
promedio de desplazamiento entre cada punto. Las velocidades promedio registradas por
condicion experimental fueron; para el grupo Int de 0.0647 + 0.00840 m / s para el grupo Int, de
0.0682 = 0.0101 m / s para el grupo Veh y 0.0603 £+ 0.00656 m / s para el grupo AB,s.;s. Al
realizar el analisis de la velocidad promedio por condicidon experimental del recorrido no se
encontro diferencia estadisticamente significativa al realizar ANOVA de una via (prueba post -
hoc, Dunnett p > 0.05). Por lo que, se considera que no existe diferencia entre la movilidad de los
diferentes grupos experimentales (Figura 11). De esta manera se determiné la ausencia de una
lesion en corteza motora y premotora debido a los procedimientos de generacion de modelo.
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Figura 11.- La administracion del péptido AB,s_;5 en ventriculos laterales modifica el desplazamiento en la prueba de
campo abierto. Panel superior: Distancia de recorrido en metros después de 5 minutos en campo abierto por
condicion experimental. Velocidad de recorrido en metros / segundo después de 5 minutos en campo abierto por
condicion experimental. Cuantificacion por coordenada para cada condicion en las diferentes regiones.

Para analizar el desplazamiento regional, las detecciones por region se analizaron mediante
ANOVA de una via. Para las regiones I y II correspondientes a los pasillos y esquinas, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (prueba post - hoc, Dunnett p > 0.05).
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Con un promedio de deteccion en la region I; de 44.6 + 7.79 para el grupo Int, de 50.4 + 9.43
para el grupo Veh y de 37.4 &+ 5.31 para el grupo A,s.;s. Region II; de 28.8 + 3.28 para el grupo
Int, de 27.3 + 2.35 para el grupo Veh y de 29.4 + 2.88 para el grupo AP,s.;5. En las regiones Il y
IV representadas region central y centro respectivamente presentan un incremento de deteccion
para el grupo A,s.;s lo que indica diferencias estadisticamente significativas al realizar ANOVA
de una via (prueba post - hoc de Dunnett) con una una p < 0.01 para la region Il y p < 0.05 para
la region IV. Region III; de 8.92 +£0.979 para el grupo Int, de 10.3 = 1.07 para el grupo Veh y de
14.3 = 1.59 para el grupo AP,s;s. Region 1V; de 2.86 + 0.848 para el grupo Int, de 2.78 + 0.645
para el grupo Veh y de 8.70 = 2.21 para el grupo AP,s.ss.

6.3 La administracion del péptido AB,s;; en ventriculos laterales genera dafio

sobre la memoria a largo plazo en la prueba de RON

El estudio de la memoria a largo plazo se analizé mediante la prueba de RON. En la Figura 12,
se muestra el IP asociado a cada objeto para los diferentes grupos experimentales durante la
etapa de aprendizaje y memoria. Al realizar la etapa de aprendizaje no se encontrd variacion
estadisticamente significativa entre los IP de los objetos “a” y “b” (T de student de una cola p >
0.05) para ningun grupo experimental. Las medias de IP por grupo experimental durante la fase
de aprendizaje fueron; 0.5136 para el objeto “a” y de 0.4864 para el objeto “b” (ESM = 0.03590)
en el grupo Int, 0.5211 para el objeto “a” y de 0.4789 para el objeto “b” (ESM + 0.04210) en el
grupo Veh y 0.5062 para el objeto “a” y de 0.4938 para el objeto “b” (ESM =+ 0.02628) en el

grupo ABys ss.

Durante la etapa de “Memoria” se espera que los ejemplares presenten un mayor interés por el
objeto novedoso (“c”). Al realizar pruebas estadisticas (T de student de una cola). Las medias de
IP por grupo experimental durante la fase de memoria fueron; 0.4198 para el objeto “a” y de
0.5802 para el objeto “c” (ESM = 0.02507 p < 0.01) en el grupo Int, 0.4713 para el objeto “a” y
de 0.5287 para el objeto “c” (ESM = 0.01915 p <0.05) en el grupo Veh y 0.4835 para el objeto
“a” y de 0.5165 para el objeto “c” (ESM + 0.02075 p > 0.05) en el grupo AB25-35. Los grupos
Int y Veh presentaron un mayor reconocimiento del objeto novedoso, representado en una mayor
interaccion con el objeto “c”. Por el contrario, el grupo AB25-35 no presentd diferencia
estadisticamente significativa en su indice de IP. Este fallo en el reconocimiento de estructuras
previamente presentadas a las ratas administradas con el péptido AB25-35 indica el fallo de la

memoria a largo plazo.
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Figura 12.- La administracion del péptido Af,s.;s en ventriculos laterales altera la memoria y reconocimiento de
objetos en la prueba de RON. Parte superior resultados de IP durante la etapa de aprendizaje analizados. En la parte
inferior se presentan los graficos para los resultados de IP en la etapa de memoria (T de student una cola).

6.4 El péptido AR, ;5 incrementa el estrés oxidativo en el Hip, la CtxV y la CtxF
Mediante la técnica de Griess, se evaluaron los residuos de la actividad nitrificante de diversas
ERNs mediante reaccion de nitrato reductasa. En la Figura 13, se presenta el analisis estadistico
de la evaluacion de NO, en extractos citoplasmaticos del Hip, CtxV y CtxF. En ninguna region
evaluada se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grupo Veh respecto al
Intacto ANOVA de una via (prueba post - hoc, Dunnett p > 0.05).
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Figura 13.- El péptido AP,s;s incrementa la deteccion de NO, por pug de proteina en las regiones analizadas.
Concentracion de NO, por pg de proteina para cada region por condicion experimental.

En la region hipocampal, el grupo Veh presentd una media de 3.891 pg NO, / pg proteina (ESM
+ 0.874) respecto al grupo Int con una media de 3.490 pg NO, / pg proteina (ESM =+ 0.436).
Mientras que el grupo A,s.;scon una media de 7.400 pg NO, / pg proteina (ESM £ 1.793) lo que
indica un incremento en la concentracion de NO, del 212.03 % respecto al grupo Int por lo que
se considera que la concentracion del grupo AP,s.;s es diferente de forma estadisticamente
significativa con una p < 0.05 mediante ANOVA de una via (post - hoc Dunnett).

En CtxV, el grupo Veh presentd una media de 1.52 pug NO, / ug proteina (ESM £ 0.0813)
respecto al grupo Int con una media de 1.39 pg NO, / ng proteina (ESM + 0.143) evaluado
mediante ANOVA de una via (post - hoc Dunnett). Mientras que el grupo Af,s;s con una
concentracion de 4.51 pg NO, / pg proteina (ESM =+ 0.313) lo que indica un incremento en la
concentracion de NO, del 296.71 % respecto al grupo Int esencialmente 3 veces por lo que se
considera que la concentracion del grupo AP,s;s es diferente de forma estadisticamente
significativa con una p < 0.0001 mediante ANOVA de una via (post - hoc Dunnett) para la CtxV
yp <0.001.

En CtxF, el grupo Veh present6 una media de 1.41 ng NO, / pg proteina (ESM =+ 0.176) respecto
al grupo Int con una media de 1.43 pg NO, / pg proteina (ESM + 0.144) evaluado mediante
ANOVA de una via (post - hoc Dunnett). Mientras que el grupo Af,s;s con una media de 3.50 pg
NO, / ng proteina (ESM =+ 0.396) lo que indica un incremento en la concentracion de NO2 del
248.22 % respecto al grupo Int por lo que se considera que en CtxF la concentracion del grupo
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AP,s.35 es diferente de forma estadisticamente significativa con una p < 0.0001 mediante ANOVA
de una via (post - hoc Dunnett).

6.5 El péptido AR, ;5 incrementa la lipoperoxidacidn en el Hip, la CtxV y la CtxF

Se determind el incremento de la lipoperoxidacion en las distintas regiones cerebrales estudiadas
mediante cuantificacion de MDA. En la Figura 14, se puede observar la cuantificacion de MDA /
ug de proteina para cada condicidon experimental por region cerebral. En el Hip, se aprecia un
incremento de la lipoperoxidacion considerable tanto para el grupo Veh como AP,s.;s respecto al
grupo Int. El promedio de deteccion de MDA para el grupo Int 0.420 + 0.0214 pg MDA / pg
proteina, para el grupo Int 0.940 + 0.00590 ng MDA / pg proteina y para el grupo Int 2.55 +
0.136 pg MDA / ng proteina. Al realizar ANOVA de una via se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para el grupo Veh en esta region con una p < 0.01 Int vs Veh
(prueba post - hoc, Dunnett). En las cortezas a diferencia del Hip no se encontrd variacion
estadisticamente significativa para los grupos Veh (prueba post - hoc, Dunnett p > 0.05). Por su
parte, la cuantificacion de MDA para los grupos Af,s.;5 se vio incrementada en todas las regiones
cerebrales analizadas. En Hip la cuantificacion de MDA present6 un promedio de 2.55 pg por ug
de proteina (ESM + 0.136) que respecto a los 0.420 pg por pug de proteina del grupo Int presento
un incremento del 607.14 % que para el analisis realizado mediante ANOVA de una via (prueba
post - hoc Dunnett) difiere del grupo Int con una p < 0.0001.
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Figura 14.- El péptido AP,s.35s incrementa la lipoperoxidacion en las regiones analizadas. Concentracion de MDA por
pg de proteina para cada region por condicion experimental.
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Para CtxF un incremento promedio en el grupo A,s;sde 1.80 pg de MDA por pg de proteina
(ESM £ 0.200) que respecto a los 0.964 pg de MDA por pg de proteina (ESM £ 0.019) del grupo
Int representa un incremento del 186.72 % con una p < 0.01 al realizar ANOVA de una via
(prueba post hoc Dunnett). En CtxV, se observo un incremento promedio en el grupo AP,sssde
2.91 pg de MDA por pg de proteina (ESM + 0.172) que respecto a los 1.04 ug de MDA por pg
de proteina (ESM = 0.026) representan un incremento del 279.8 % con una p < 0.01 al realizar
ANOVA de una via (prueba post hoc Dunnett). Por los datos anteriores se considera la existencia
de un incremento generalizado de la lipoperoxidacion en encéfalo causado por la actividad del
peptido Afys.ss.

6.6 La administracion del péptido AB,.ss en ventriculos laterales modifica los

patrones de glicosilacion en Hip, CtxV y CtxF

La inflamacion y la lipoperoxidacion generada por la administracion del péptido AP,s.ss, genera
desequilibrio redox que modifica el metabolismo celular. La técnica de microscopia mediante
lectinas biotiniladas unidas a PE permitié cuantificar la union especifica a carbohidratos de cada
lectina empleada. En la Figura 15 se muestran los mapas de calor para la deteccion de lectinas en
diferentes regiones del Hip y corteza cerebral.
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Figura 15.- La administracion del péptido Ap,s.;s modifica los patrones de glicosilacion por estructura cerebral. Parte
superior muestra los promedios de deteccion de fluorescencia por grupo experimental, parte inferior promedios de
deteccion de fluorescencia por grupo experimental para regiones corticales.
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En la regiéon CA1 del Hip resalta la reduccion en la deteccion de fluorescencia para lectinas que
reconocen GalNAc y el incremento en la fluorescencia de a-manosas tanto para el grupo Veh
como para el grupo AP,s.;5. Ademas, se aprecia una reduccion en la deteccion de fluorescencia de
lectinas que reconocen L - Fucosas en el grupo A,s;s. La region CA3 presentd variaciones en
los patrones de glicosilacion similares a las anteriormente sefialadas para la region CAl. Las
tendencias en la reduccion de fluorescencia para lectinas que reconocen GalNAc se ve reducida y
aumenta la fluorescencia para a-manosas en los grupos Veh y A,s.;s. Ademas de las tendencias
similares a las presentadas en la region CA1 en la region CA3 del Hip resalta un incremento en
la deteccion de Ac. sidlico 2,3 y a - galactosas para el grupo A,s;s en estas regiones. En la
region del GD del Hip, la tendencia en la reduccion de fluorescencia para las lectinas que
reconocen GalNAc y aumento en la fluorescencia de lectinas que reconocen o - manosas en los
grupos Veh y AP,s;s se mantiene. Se observa ademés un aumento de fluorescencia asociada al
reconocimiento de GIcNAc para el grupo AP,s.ss.

Para las modificaciones a nivel de CtxV, se observa la reduccion en el marcaje de lectinas
asociadas al reconocimiento de GalNAc para los grupos Veh y A,s.15, 1o que se ve reforzado al
comparar con la tendencia previamente descrita para las regiones hipocampales. Reduccion
generalizada en la deteccion de fluorescencia asociada a lectinas que reconocen o / B GalNAc,
galactosas, manosas, Ac sidlico 2,3 y GIcNAc. Mientras que para la deteccion de fluorescencia
de CtxF presenta un incremento en la fluorescencia para las lectinas que reconocen galactosas y
o - manosas en los grupos Veh y AP,s;s. Reduccion en la fluorescencia de a - galactosas y un
incremento de la deteccion de fluorescencia para lectinas que reconocen Ac. sidlico 2,3 y
GlcNACc para el grupo AP,s_ss.

6.7 Los carbohidratos se modifican de forma distinta en funcién de la regiéon vy el
carbohidrato analizado debido a la administracion del péptido AB,.ss y el

procedimiento de administracion

Empleando el mapa de calor de la Figura 15 se observaron diversas modificaciones en la
deteccion de fluorescencia de PE por Lectina. Para determinar la existencia de cambios
estadisticamente significativos entre los grupos experimentales se realizo ANOVA de una via a
las detecciones de fluorescencia de las micrografias analizadas por grupo experimental y por
lectina. Se presentan las micrografias que ilustran las regiones analizadas.

6.7.1 La deteccion de GalNAc se regula a la baja por el procedimiento de administracion
En las Figuras 16 y 17 se presentan las detecciones de fluorescencia para GalNAc en distintas
conformaciones. Para la lectina de ALL en conformaciéon Gal B 1,3 - GalNAc y para VVA las
conformaciones a / B - GalNAc terminales.
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Figura 16. - El proceso de administracion modifica la deteccion de B 1,3-GalNAc por ALL. Parte superior:
micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia de PE
reconocimiento de la union de ALL. En azul DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior: graficas por
regiones y condicion experimental. ANOVA de una via + EEM.

En la region CA1 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 65.13 pix / a (£2.092)
para el grupo Int, 24.65 pix / a (£0.5326) para el grupo Veh y 37.27 pix / a (£0.7958) para el
grupo AP,s;s. Esto representa tan solo el 36 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de
fluorescencia de ALL del para el grupo Veh en esta region y del 56 % de la deteccion del grupo
Int para el grupo Af,sss. En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
fueron; 74.68 pix / a (£1.248) para el grupo Int, 27.02 pix / a (£1.203) para el grupo Veh y 24.26
pix / a (£0.9085) para el grupo AP,s.;s. Esto representa tan solo el 36 % de la deteccion en el
grupo Int en la deteccion de fluorescencia de ALL del para el grupo Veh en esta region y el 32 %
de la deteccion del grupo Int para el grupo AP,s;s. En la region del GD del hipocampo, las
detecciones de fluorescencia fueron; 61.74 pix / a (+1.694) para el grupo Int, 23.39 pix / a
(£0.9967) para el grupo Veh y 40.27 pix / a (£3.130) para el grupo AP,s;s. Esto representa tan



solo el 37 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de ALL del para el
grupo Veh en esta region y el 65 % de la deteccion del grupo Int para el grupo ABys.;s. En CtxV,
las detecciones de fluorescencia fueron; 67.4 pix / a (+3.19) para el grupo Int, 49.5 pix / a
(£2.02) para el grupo Veh y 51.1 pix / a (£2.69) para el grupo Af,s ;5. Esto representa tan solo el
37 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de ALL del para el grupo
Veh en esta region y el 65 % de la deteccion del grupo Int para el grupo AB,s;s. En CtxF, las
detecciones de fluorescencia fueron; 61.36 pix / a (£1.180) para el grupo Int, 20.90 pix / a
(£2.320) para el grupo Veh y 44.75 pix / a (£2.318) para el grupo AP,s.;s. Esto representa tan solo
el 32 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de ALL del para el grupo
Veh en esta region y el 72 % de la deteccion del grupo Int para el grupo A,s.ss.

El comportamiento demostrado por la lectina de ALL es similar al observado para la lectina de
VVA Figura 17. Si bien, de forma general ambas lectinas presentan una menor deteccion de
fluorescencia los patrones en la reduccion de estos son distintos entre regiones. En la region CAl
del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 26.4 pix / a (£0.634) para el grupo Int,
12.3 pix / a (£0.774) para el grupo Veh y 16.7 pix / a (£0.373) para el grupo AP,s.;s. Esto
representa tan solo el 46 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de
VVA del para el grupo Veh en esta region y del 61 % de la deteccion del grupo Int para el grupo
APss.s. En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 24.9 pix / a
(£0.593) para el grupo Int, 11.5 pix / a (£0.242) para el grupo Veh y 10.5 pix / a (+0.613) para el

grupo ABys ss.

Esto representa tan solo el 45 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia
de VVA del para el grupo Veh en esta region y el 41 % de la deteccion del grupo Int para el
grupo AP,sss. En la region del GD del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 27.9
pix / a (£0.772) para el grupo Int, 13.9 pix / a (£0.407) para el grupo Veh y 16.7 pix / a (£0.569)
para el grupo AP,sss. Esto representa tan solo el 48% de la deteccion en el grupo Int en la
deteccion de fluorescencia de VVA del para el grupo Veh en esta region y el 59 % de la deteccion
del grupo Int para el grupo AB25-35. En CtxV, las detecciones de fluorescencia fueron; 16.4 pix /
a (£0.660) para el grupo Int, 5.28 pix / a (£0.669) para el grupo Veh y 6.65 pix / a (£0.357) para
el grupo AP25-35. Esto representa tan solo el 31 % de la deteccion en el grupo Int en la
deteccion de fluorescencia de VVA del para el grupo Veh en esta region y el 37 % de la deteccion
del grupo Int para el grupo AB25-35. En CtxF, las detecciones de fluorescencia fueron; 40.7 pix /
a (£3.89) para el grupo Int, 16.1 pix / a (£1.14) para el grupo Veh y 17.3 pix / a (+£2.68) para el
grupo AP25-35. Esto representa tan solo el 40 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion
de fluorescencia de VVA del para el grupo Veh en esta region y el 42 % de la deteccion del grupo
Int para el grupo A,s.;s.
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Figura 17.- El proceso de administracion modifica la deteccion de GalNAc a / B por VVA. Parte superior:
micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia de PE
reconocimiento de la union de VVA. En azul DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior: graficas por
regiones y condicion experimental. ANOVA de una via + EEM.

6.7.2 Los patrones de galactosa se modifican de forma distinta por la administracion del

péptido AR, ;5 en funcidn a la lectina de reconocimiento

En la Figura 18, se observan las detecciones de fluorescencia de PE para la lectina de PNA que
reconoce galactosil B - 1,3 N - Acetil galactosamina no sialilados. Por otro lado, en la Figura 19
se presenta la deteccion de fluorescencia para la lectina de JAA-I que reconoce galactosil (B -
1,3) N-Acetil galactosamina O - Glicosilados. Se observan comportamientos distintos en las
modificaciones de los patrones de glicosilacion dependientes de la lectina utilizada.

Para la lectina de PNA se analizaron mediante ANOVA de una via (prueba post - hoc Dunnett)

en la region CAl , los reconocimientos por region fueron; 72.30 pix / a (£5.222) para el grupo
Int, 64.98 pix / a (£2.713) para el grupo Veh y 55.19 pix / a (£2.118) para el grupo AP,s.s. Esto
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Figura 18.- La administracion del péptido Ap,s;s reduce la deteccion de Galactosil B-1,3 N - Acetil galactosamina
no sialilados en la region CA1 y aumenta en la region de la CtxF por PNA. Parte superior: micrografias 20x de las
diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia de PE reconocimiento de la
union de PNA. En azul DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior: graficas por regiones y condicion
experimental. ANOVA de una via = EEM.

representa el 88 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de PNA del
para el grupo Veh en esta region (p > 0.05) y esto representa solo el 76 % de la deteccion del
grupo Int para el grupo AB25-35 (p <0.01). En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de
fluorescencia fueron; 90.88 pix / a (+2.819) para el grupo Int, 51.10 pix / a (£1.972) para el
grupo Veh y 90.32 pix / a (£1.762) para el grupo AB25-35. Esto representa tan solo el 56 % de la
deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de PNA del para el grupo Veh en esta
region (p < 0.0001) y el grupo AP25-35 permanecio con la misma deteccion de fluorescencia que
el grupo Int (p > 0.05). En la region del GD del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
fueron; 63.1 pix / a (+£2.86) para el grupo Int, 56.7 pix / a (+2.07) para el grupo Veh y 63.5 pix/ a
(+1.21) para el grupo AP25-35. Esto representa el 88 % de la deteccion en el grupo Int en la



deteccion de fluorescencia de PNA del para el grupo Veh en esta region y lo que representa la
misma deteccion para el grupo AP25-35 e Int (p > 0.05). En CtxV, las detecciones de
fluorescencia fueron; 40.5 pix / a (+0.753) para el grupo Int, 15.4 pix / a (£0.267) para el grupo
Veh y 26.8 pix / a (£0.799) para el grupo AB25-35. Esto representa tan solo el 37 % de la
deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de PNA del para el grupo Veh en esta
region (p < 0.0001) y el 65 % de la deteccion del grupo Int para el grupo AB25-35 (p < 0.0001).
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Figura 19.- El proceso de administracion modifica la deteccion de galactosil (B - 1,3) N-Acetil galactosamina O -
Glicosilados por JAA. Parte superior: micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo
se presenta la fluorescencia de PE reconocimiento de la union de JAA-I. En azul DAPI reconocimiento de nucleos
celulares. Parte inferior: graficas por regiones y condicion experimental. ANOVA de una via = EEM.

En CtxF, las detecciones de fluorescencia fueron; 146 pix / a (£4.57) para el grupo Int, 171 pix /
a (£9.57) para el grupo Veh y 246 pix / a (£2.84) para el grupo AP25-35. Esto representa un
incremento del 17 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de PNA del



para el grupo Veh en esta region (p > 0.05) y un incremento del 68 % de la deteccion del grupo
Int para el grupo AB25-35 (p <0.0001).

El reconocimiento de fluorescencia de JAA-I se analiz6 mediante ANOVA de una via (prueba
post - hoc Dunnett). En la region CA1 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron;
21.9 pix / a (£0.599) para el grupo Int, 19.5 pix / a (£0.867) para el grupo Veh y 27.7 pix / a
(£1.50) para el grupo AP,s;s. Esto representa el 90 % de la deteccion en el grupo Int en la
deteccion de fluorescencia de JAA-I del para el grupo Veh en esta region (p > 0.05) y un
incremento en el reconocimiento de fluorescencia del 28 % de la deteccion del grupo Int para el
grupo APssss (p < 0.001). En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
fueron; 19.7 pix / a (£0.943) para el grupo Int, 15.5 pix / a (£0.337) para el grupo Veh y 54.8 pix
/ a (£2.20) para el grupo AP,s.3s. Esto representa tan solo el 78 % de la deteccion en el grupo Int
en la deteccion de fluorescencia de JAA-I del para el grupo Veh en esta region y con un
incremento en la deteccion de fluorescencia para el grupo AP,s;s del 184 % respecto a la
deteccion del grupo Int. En la regiéon del GD del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
fueron; 26.0 pix / a (x1.61) para el grupo Int, 15.4 pix / a (+0.784) para el grupo Veh y 26.4 pix /
a (£1.19) para el grupo AP,s.;5. Esto representa tan solo el 57 % de la deteccion en el grupo Int en
la deteccion de fluorescencia de JAA-I del para el grupo Veh en esta region (p < 0.0001) y
deteccion similar al grupo Int para el grupo A,sss (p > 0.05). En CtxV, las detecciones de
fluorescencia fueron; 37.3 pix / a (£2.40) para el grupo Int, 41.2 pix / a (+3.08) para el grupo Veh
y 82.9 pix / a (£2.69) para el grupo AP,s;s. No se modificd de forma estadisticamente
significativa el reconocimiento de fluorescencia entre el grupo Int y el grupo Veh en esta region
(p > 0.05). Por su parte, el grupo AP,s.;s incrementd su reconocimiento de fluorescencia de
JAA-T un 124 % respecto a la deteccion del grupo Int (p < 0.0001). En CtxF, las detecciones de
fluorescencia fueron; 51.6 pix / a (£3.34) para el grupo Int, 56.3 pix / a (£7.49) para el grupo Veh
y 25.1 pix / a (£0.904) para el grupo AP,s.;s. La deteccion de fluorescencia en el grupo Int y en el
grupo Veh fue basicamente la misma para la en esta region (p > 0.05). Por otra parte, la deteccion
de fluorescencia para el grupo AP,s.ss representd tan solo un 49 % de la deteccion del grupo Int
(p <0.001).

Al observar la deteccion de fluorescencia de PE para las lectinas PNA contra JAA-I se puede
observar un desplazamiento en sentidos inversos. En la Figura 19 se aprecia la reduccion de
fluorescencia para el grupo A,s.;s. De forma contraria a lo observado para PNA, la deteccion de
PE para el grupo AB,s3s en JAA-I se vio incrementada. De forma similar, se observa este efecto
espejo en el desplazamiento de deteccion de fluorescencia en las regiones CtxV y CtxF.

6.7.3 El procedimiento de administracion del péptido AB,s 35 incrementa la deteccion de

manosas en las regiones hipocampales y CtxF
En la Figura 20, se muestra la deteccion de fluorescencia de PE para la lectina ConA, la
deteccion para esta lectina. En la region CA1 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia

55



fueron; 22.3 pix / a (£1.06) para el grupo Int, 94.7 pix / a (10.5) para el grupo Veh 'y 79.3 pix / a
(+4.20) para el grupo AP,s.ss . Esto representa un incremento del 327 % de la de fluorescencia de
ConA del para el grupo Veh respecto al grupo Int en esta region (p < 0.0001) y del 259 % para el
grupo AP,sss (p < 0.0001). En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
fueron; 19.6 pix / a (£1.20) para el grupo Int, 62.4 pix / a (£2.37) para el grupo Veh y 153 pix/a
(£5.98) para el grupo AP,s.;s. Esto representa un incremento del 226 % de la de fluorescencia de
ConA del para el grupo Veh respecto al grupo Int en esta region (p < 0.0001) y del 705 % para el
grupo AB,s.ss (p < 0.0001). En la region del GD del hipocampo, las detecciones de fluorescencia
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Figura 20.- El proceso de administracion modifica la deteccion de o manosas por Con-A. Parte superior:
micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia de PE
reconocimiento de la union de Con-A. En azul DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior: graficas
por regiones y condicion experimental. ANOVA de una via £ EEM.

fueron; 33.5 pix / a (x1.55) para el grupo Int, 57.4 pix / a (£2.23) para el grupo Veh y 151 pix/a
(£3.95) para el grupo A,s.;5. Esto representa un incremento del 72 % de la de fluorescencia de
ConA del para el grupo Veh respecto al grupo Int en esta region (p < 0.0001) y del 357 % para el



grupo AP,s3s (p < 0.0001). En CtxV, las detecciones de fluorescencia fueron; 74.4 pix / a (£3.23)
para el grupo Int, 50.8 pix / a (+1.70) para el grupo Veh y 15.1 pix / a (£1.19) para el grupo
AB,s3s. Esto representa tan solo el 67 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de
fluorescencia de ConA del para el grupo Veh en esta region (p < 0.0001) y del 20 % de la
deteccion del grupo Int para el grupo AP,sss (p < 0.0001) En CtxF, las detecciones de
fluorescencia fueron; 74.7 pix / a (£6.51) para el grupo Int, 94.7 pix / a (+4.72) para el grupo Veh
y 118 pix / a (£8.75) para el grupo AP,ss. Sin modificaciones en la deteccion de fluorescencia de
ConA del para el grupo Veh respecto al Int en esta region (p > 0.05) y reconocimiento del 65 %
de la deteccion del grupo Int para el grupo AP,sss (p < 0.001). Si bien, la mayoria de los
resultados arrojaron modificaciones de reconocimiento de manosas, se observa una tendencia a
la alza para el grupo AP,s;s para las regiones CAl, CA3, GD y Ctx F. en las que el
reconocimiento de manosas se incrementa especialmente para las regiones CA3 y GD .

6.7.4 La administracion del péptido AB,s 55 incrementa la sialilacién en CA3, GD y CtxF

En la Figura 21 se presentan las graficas para la deteccion de fluorescencia de PE para Ac.
sidlico 2,3, se analizdo empleando ANOVA de una via (prueba post hoc Dunnett). En la region
CA1 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 58.3 pix / a (£1.71) para el grupo
Int, 43.7 pix / a (x1.85) para el grupo Veh y 50.4 pix / a (£1.07) para el grupo AP,sss. Esto
representa tan solo el 74 % de la deteccion en el grupo Int en la deteccion de fluorescencia de
MAA del para el grupo Veh en esta region (p < 0.0001) y del 86 % de la deteccion del grupo Int
para el grupo AP,s3s (p < 0.01). En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de
fluorescencia fueron; 98.0 pix / a (+3.81) para el grupo Int, 109 pix / a (+7.66) para el grupo Veh
y 237 pix / a (£3.34) para el grupo AP,sis. Sin modificaciéon en el reconocimiento de
fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y un incremento del 141 % de la
deteccion del grupo AP,s;s respecto al grupo Int (p < 0.0001). En la regién del GD del
hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 113 pix / a (£7.75) para el grupo Int, 83.2
pix / a (+4.63) para el grupo Veh y 149 pix / a (£15.2) para el grupo AP,s.3s. Sin modificacion en
el reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y un incremento
del 31 % de la deteccion del grupo AP,s.ss respecto al grupo Int (p < 0.05). En CtxV, las
detecciones de fluorescencia fueron; 38.1 pix / a (+2.65) para el grupo Int, 37.5 pix / a (£3.04)
para el grupo Veh y 20.1 pix / a (£0.474) para el grupo AP,s;s. Sin modificacion en el
reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y reconocimiento
del 52 % de la deteccion del grupo AP,s;s respecto al grupo Int (p < 0.0001). En CtxF, las
detecciones de fluorescencia fueron; 162 pix / a (£7.26) para el grupo Int, 163 pix / a (+4.86)
para el grupo Veh y 198 pix / a (+4.41) para el grupo AP,s3s. Sin modificaciéon en el
reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y un incremento del
22 % de la deteccion del grupo AP,s.3s respecto al grupo Int (p < 0.001).
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Figura 21.- El proceso de administracion modifica la deteccion de Ac. sidlico en la posicion 3 de galactosa y
galactosil (B -1,4) N - Acetil lactosamina por MAA. Parte superior: micrografias 20x de las diferentes regiones
analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia de PE reconocimiento de la union de MAA. En azul
DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior: graficas por regiones y condicion experimental. ANOVA
de una via + EEM.

6.7.5 La administraciéon del péptido AB,s;s reduce la deteccion de LTL en regiones

hipocampales y aumenta a nivel cortical

En la Figura 22 se presentan las graficas de deteccion de fluorescencia de PE unida a LTL. La
deteccion de fluorescencia se analizd6 mediante ANOVA de una via (prueba post - hoc Dunnett)
en regiones hipocampales (CA1, CA3 y GD) se redujo la deteccion respecto al grupo intacto de
forma generalizada. En la region CA1 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron;
22.3 pix / a (£0.298) para el grupo Int, 23.8 pix / a (£0.853) para el grupo Veh y 14.5 pix / a (£1.
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Figura 22.- El péptido AP,s.;5 reduce la deteccion de L - fucosas por LTL en regiones hipocampales e incrementa en
regiones corticales. Parte superior: micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se
presenta la fluorescencia de PE reconocimiento de la unién de LTL. En azul DAPI reconocimiento de nucleos
celulares. Parte inferior: graficas por regiones y condicion experimental. ANOVA de una via + EEM.

12) para el grupo AP,s.;s. Sin modificacion en el reconocimiento de fluorescencia para el grupo
Veh respecto al Int (p > 0.05) y reconocimiento del 63 % de la deteccion del grupo APss.is
respecto al grupo Int (p < 0.0001). En la region CA3 del hipocampo, las detecciones de
fluorescencia fueron; 23.1 pix / a (£0.543) para el grupo Int, 20.9 pix / a (x1.15) para el grupo
Veh y 15.8 pix / a (£1.01) para el grupo AP,s.;s. Sin modificacion en el reconocimiento de
fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y reconocimiento del 65 % de la
deteccion del grupo AP,s;s respecto al grupo Int (p < 0.0001). En la regién del GD del
hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 19.5 pix / a (£0.689) para el grupo Int, 18.0
pix / a (£0.539) para el grupo Veh y 15.5 pix / a (+0.442) para el grupo AP,s.3s. Sin modificacion
en el reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y
reconocimiento del 65 % de la deteccion del grupo AP,s ;5 respecto al grupo Int (p < 0.0001).



Las regiones corticales a diferencia de las hipocampales presentaron un incremento en la
deteccion de fucosas. En CtxV, las detecciones de fluorescencia fueron; 20.1 pix / a (£2.06) para
el grupo Int, 20.1 pix / a (£0.346) para el grupo Veh y 24.6 pix / a (£0.613) para el grupo AB,s.;s.
Sin modificacion en el reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p >
0.05) y un incremento del 20 % de la deteccion del grupo AP, ;s respecto al grupo Int (p < 0.05).
En CtxF, las detecciones de fluorescencia fueron; 23.0 pix / a (+1.32) para el grupo Int, 24.1 pix /
a (£1.50) para el grupo Veh y 29.1 pix / a (£2.05) para el grupo A,s.;s. Sin modificacion en el
reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y un incremento del
26 % de la deteccion del grupo AP,s ;s respecto al grupo Int (p < 0.05).

6.7.6 La administracién del péptido A, ssincrementa la deteccidén de GIcNAc terminales

en GD y CtxF

En la Figura 23 se presenta la deteccion de fluorescencia de PE asociada a GS-II para las
diferentes condiciones experimentales. La deteccion de fluorescencia para las diferentes regiones
se analiz6 mediante ANOVA de una via ( prueba post - hoc Dunnett) En la region CAl del
hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 31.4 pix / a (£0.417) para el grupo Int, 34.7
pix / a (+4.97) para el grupo Veh y 27.0 pix / a (£1.55) para el grupo AP,s.3s. Sin modificacion en
el reconocimiento de fluorescencia para los grupos Veh y A,s.35 respecto al Int (p > 0.05). En la
region CA3 del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 30.5 pix / a (£1.39) para el
grupo Int, 37.8 pix / a (£2.75) para el grupo Veh y 37.3 pix / a (£3.16) para el grupo A,s.;s. Sin
modificacion en el reconocimiento de fluorescencia para los grupos Veh y AP,s.35 respecto al Int
(p > 0.05). En la region del GD del hipocampo, las detecciones de fluorescencia fueron; 31.1 pix
/ a (£1.53) para el grupo Int, 29.8 pix / a (+1.45) para el grupo Veh y 38.5 pix / a (+1.26) para el
grupo AP,s.3s. Sin modificacion en el reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh respecto
al Int (p > 0.05) e incremento en el reconocimiento de fluorescencia del 22 % de la deteccion del
grupo AP,s.3s respecto al grupo Int (p < 0.05). En CtxV, las detecciones de fluorescencia fueron;
32.7 pix / a (£1.81) para el grupo Int, 134 pix / a (£11.5) para el grupo Veh y 21.2 pix / a (£1.87)
para el grupo AP,s.is. Incremento en el reconocimiento de fluorescencia para el grupo Veh
respecto al Int del 318 % (p < 0.0001) y sin modificacion estadisticamente significativa de la
deteccion del grupo AP,sss respecto al grupo Int (p > 0.05). En CtxF, las detecciones de
fluorescencia fueron; 32.5 pix / a (£0.781) para el grupo Int, 30.5 pix / a (+1.61) para el grupo
Veh y 52.3 pix / a (£5.64) para el grupo AP,s.;s. Sin modificacion en el reconocimiento de
fluorescencia para el grupo Veh respecto al Int (p > 0.05) y un incremento del 62 % de la
deteccion del grupo AP,s ;s respecto al grupo Int (p < 0.05). La administracion del péptido A,s._ss
solo modifico las detecciones de fluorescencia de GS-II en las regiones del GD y CtxF. Sin
embargo, el grupo Veh presento incremento en la deteccion de fluorescencia para la CtxV.
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Figura 23.- El péptido Ap,s.;s incrementa la deteccion de a / B -N-Acetil Glucosamina por GS-II en GD y CtxF. Parte
superior: micrografias 20x de las diferentes regiones analizadas por tratamiento. En rojo se presenta la fluorescencia
de PE reconocimiento de la uniéon de GS-II. En azul DAPI reconocimiento de nucleos celulares. Parte inferior:
gréficas por regiones y condicion experimental. ANOVA de una via £ EEM.

6.7.7 La modificacidon en los patrones de glicosilacion se relaciona espacialmente con

regiones estructurales y es independiente para cada carbohidrato y region

El alto grado de modificaciones en los patrones de glicosilacion observado en los mapas de calor
de la Figura 15 permite visualizar de forma general las variaciones en los patrones de
glicosilacion existentes. Los datos obtenidos mediante el analisis con el programa Image J se
analizados mediante ANOVA de una via se vaciaron en la tabla de la Figura 24. En esta tabla, se
representan las variaciones estadisticas para el incremento o reduccion de fluorescencia asociada
a lectinas. Las flechas hacia arriba “1” indican un incremento en la fluorescencia de marcaje
respecto al grupo Int y las flechas hacia abajo “|” la reduccioén de deteccion por fluorescencia



contra el grupo Int. Asi mismo, la cantidad de flechas indica ordenes de magnitud de
significancia estadistica respecto a la prueba, con base en el valor de p reportado por la prueba
post - hoc para cada caso particular. Se representa mediante “1” o “|” las variaciones asociadas a
una p < 0.05, “11” y “|]” asociados a un valor de p < 0.01 y asi sucesivamente. Variaciones
estadisticamente no significativas representadas con “ns”.

Ademas de la sefializacion con flechas para indicar la significancia estadistica y el sentido de
esta, se marco con colores los recuadros para facilitar la visualizacion de los eventos de
glicosilacion se hace énfasis en primer término del color verde que indica la ausencia de
variaciones estadisticamente significativas para el grupo Veh pero presentes para el grupo AP,s.ss
en los que resalta la fucosa cuyas interacciones ya sean de incremento o decremento no presentan
ninguna modificacion para el grupo Veh de esta manera se descarta la posibilidad modificacion
se relacione con el procedimiento.
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Figura 24.- Relacion de las modificaciones de glicosilacion por regiones. Flechas indican una variacion
estadisticamente significativa. Se representan las variaciones estadisticamente significativas comparadas contra el
grupo Intacto mediante T p =0.05, 11 p=0.01, 111 p=0.001y 1111 p = 0.0001.

En color azul, modificaciones estadisticamente significativas tanto para el grupo Veh y AB,s.s
respecto al grupo Int. Color blanco modificacién en similares en grupo Veh y A,s.;5 asociadas a
la lesion principalmente y en rojo modificaciones Ginicamente en el grupo Veh que se asocian a la
lesion donde el péptido AP,s.35 se mantiene sin modificaciones estadisticamente significativas.
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7 Discusion

Se ha reportado que el B - amiloide tiene un papel crucial en el desarrollo de la EA, su presencia
en SNC estd asociada a procesos neurodegenerativos y pérdida de funcionalidad neuronal de
diversas regiones cerebrales. Entre los principales mecanismos neurodegenerativos asociados a
la concentracion elevada del - amiloide en el tejido cerebral se encuentran: la neuroinflamacion
y el estrés oxidativo (Allan Butterfield & Boyd-Kimball, 2018; Ramos-Martinez et al., 2018). Se
sabe que la inflamacion cronica y el estrés oxidativo se han descrito ampliamente en la patologia
de la EA considerandose como elementos que predisponen a la demencia. Algunas
caracteristicas patologicas de la EA son: la pérdida de la remembranza, la pérdida de la
capacidad de formacion de nuevos recuerdos y su evocacion. Se ha descrito que la disfunciéon
cognitiva precede a la degeneracion neuronal. En diversos estudios, se ha determinado que esta
pérdida de cognicidon se debe a que las primeras estructuras afectadas suelen ser los sitios de
sinapsis debido a la toxicidad generada por los oligdmeros de AP que en Gltimo término pueden
llevar mediante diversos estresores a la muerte neuronal (Walsh y Selkoe, 2004; Cleary et al.,
2005; Shankar et al., 2007; Reddy y Beal, 2008; Freir et al., 2011).

Multiples estudios han demostrado que la muerte neuronal asociada a la toxicidad del péptido
AB,s3s modifica los patrones de O - glicosilacion de tipo mucinico cuando el péptido es
administrado directamente en la region CA1l del Hip. Estos estudios demostraron que la
neuroinflamacién por si misma genera modificaciones en los patrones de glicosilacion cerebral
similares a los reportados durante la neuroinflamacion de fase aguda y crénica (Limon et al.,
2011; McCarthy et al., 2014; Ramos-Martinez et al., 2018). Como resultado de diversos estudios,
se ha determinado que la activacion microglial y astrocitica debido a la deteccion del péptido AP
mediante receptores de membrana TLR2, TLR4 y receptores scavenger puede modificar el
glicoma celular. Esta activacion propicia la liberacion de citocinas proinflamatorias como IL-1,
IL6, IL18 y TNFa que promueven un ambiente proinflamatorio e incremento de EROs y ERNs
ambos ampliamente asociados a procesos neurodegenerativos (Glass et al., 2010; Heneka et al.,
2014; Bronzuoli et al., 2016).

En el presente trabajo, se buscd brindar un panorama general que permita dilucidar las
modificaciones en los patrones de glicosilacion de estructuras cerebrales que se han reportado
resultan afectadas durante la patologia de la EA. Los cambios regionales especificos reportados
mediante la deteccion por afinidad de union de lectinas han permitido determinar la existencia de
diversas modificaciones en los patrones de glicosilacion. A continuacion se profundiza de forma
mas detallada los resultados mas relevantes.
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7.1 La administracion del péptido AB,.;: genera conductas asociadas a la

demencia y pérdida de memoria en las pruebas de campo abierto y RON

En la prueba de campo abierto, se observaron modificaciones conductuales. Estos cambios se
asociaron a la modificacion en los patrones de desplazamiento e incremento de tiempo empleado
en regiones centrales del campo de exploracion. Las rutas de desplazamiento obtenidas mediante
la deteccion de pixeles en los videos de las pruebas de campo abierto indican la pérdida de rutas
establecidas. Esta pérdida conductual y desplazamiento hacia el centro se ha reportado
anteriormente como una modificacion en la conducta de exploracion y valoracion de riesgos.
Esta pérdida de la capacidad de valoracion de riesgos lleva al desplazamiento en campos
centrales. Las conductas estereotipicas se han revisado en otros trabajos mediante el analisis de
desplazamiento de ratones transgénicos como modelo de la EA (3xTg-AD) en los que se
reportaron modificaciones motoras asociadas al deterioro cognitivo mediante la pérdida de
neuronas motoras, el incremento de la activacion astrocitaria y de fenotipo M1 microglial
(Orta-Salazar et al., 2019).

Durante la prueba de RON, se observo la reduccion en la capacidad de evocacion de informacion
previamente adquirida, demostrado mediante la incapacidad de diferenciar objetos presentados
previamente a los individuos del grupo AP,s;s. La incapacidad para diferenciar entre objetos
previamente conocidos y novedosos indica que el péptido AP,s;s interfiere con la capacidad de
evocacion. Esta reduccion en el reconocimiento de objetos se reportd en trabajos anteriores que
asocian la reduccion en numero y longitud de espinas dendriticas en la region del GD con la
presencia de péptidos de AP en cerebro (Ramirez-Amaya et al., 2001; Bailey et al., 2004;
Lamprecht y LeDoux, 2004).

Se ha demostrado que la consolidacion de la memoria es sensible a las modificaciones
metabolicas y sefales externas a las neuronas. En trabajos anteriores, el péptido AP,s;s ha
demostrado modificar la formacion de proteinas que forman parte de la estabilizacion de
estructuras sindpticas como son las espinas dendriticas. La formacion de proteinas
estabilizadoras de sinapsis como psd95 y Tim3 es necesaria para que la informacion se
establezca de manera fisica en el cerebro. Mismas que son sensibles a la presencia del péptido
AP,s.ss (Ramirez-Hernandez et al., 2023). Debido a la asociacion de la poda sindptica con la
lectina de reconocimiento de manosas, es probable que la pérdida de sinapsis existentes pueda
ser la razon de la alteracion en la capacidad de evocacion de la memoria. Lo anteriormente
expuesto se ve reforzado gracias a las asociaciones previas en las que se ha demostrado una
relacion entre el grado de lesion en el Hip y el bajo desempefio en las tareas de aprendizaje y
memoria (Broadbent et al., 2010). En trabajos anteriores se ha demostrado el dafio generado por
la administracion del péptido A,s.;s en regiones corticales y CAl, se ha visto tanto en procesos
de activacion e incremento en los niveles de caspasa 3 y citocromo C (Limén et al., 2009; Limon
et al., 2011; Diaz et al., 2012). Si bien, en el presente trabajo la administracion se realizé en
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ventriculos laterales, las lesiones derivadas de la administracion del péptido AP,s.3s se asocian a
sus propiedades neurotdxicas (Jucker, M., & Walker, L. C. 2013; Goedert, M. 2015).

7.2 La administracion del péptido AB,s ;s genera reduccion de fucosas en enlaces a

1,3 en GD y aumento de fucosilacion en regiones corticales

La glicosilacion de fucosas se ha asociado principalmente como una modificacion terminal. La
fucosilacion central en mamiferos se presenta de manera especifica en enlace al,6 a la GIcNAc
unida a asparagina en N - glicanos y se observa en N -glicanos tanto hibridos como complejos.
Se ha visto que los enlaces a 1,3- y a 1,4 - fucosa en el contexto de las estructuras de Lewis,
incluido el sialil - Lewis x, desempefian un papel fundamental en los eventos inflamatorios

asociados principalmente a procesos inmunologicos como es el ligando de selectina E (Munro
et al., 1992).

Originalmente, LTL fue descrita como una lectina de reconocimiento de H(O) en fucosa (Kabat
& Pereira, 1974). Sin embargo, se ha identificado que el principal motivo de reconocimiento de
LTL se encuentra en la conformacion sialil - Lewis * (Yan etal., 1997). Ademas, se han
reportado asociaciones en la reduccién en niveles de o 1,6 fucosiltransferasa con fenotipos
asociados a demencia (Fukuda, T et al., 2011).

7.2.1 Reduccién de a - L fucosas en regiones hipocampales fuertemente asociadas a la
memoria.

La administraciéon del péptido demostrd generar la pérdida de o - L fucosas en la region del GD.
Como se ha reportado en trabajos previos la reduccion de a 1,6 fucosiltransferasas se ha visto
ligada a las actitudes estereotipicas de demencia. Esta reduccion regional puede explicar las
actitudes erraticas y la pérdida de memoria observada en el grupo AB. El GD es la primera region
en captar la informacidon para generar la sinapsis de la via tri-sinaptica relacionada con el
procesamiento de la informacion adquirida durante el aprendizaje para la formacion de la
memoria (Carasatorre et al., 2016). La circunvolucion del GD dorsal cumple tres procesos
principales: el procesamiento y captacion de las multiples entradas sensoriales, la separacion del
patron espacial y la facilitacion de la codificacion de la informacioén espacial basada en las
proyecciones sobre la region CA3, que estan asociadas con las representaciones espaciales
métricas (Amaral y Witter, 1989; Kesner, 2007; Kesner, 2013). Por lo que la reduccion de o - L
fucosas en esta region podria explicar las conductas observadas durante las pruebas conductuales
y la dificultad en la consolidacion de memoria a largo plazo.

La asociacion previa de otros trabajos entre la fucosilacion y la inflamacion ha demostrado
modificaciones en los andlisis de patrones de fucosilacion, se ha visto un incremento de
fucosilacion en regiones inflamadas al administrar LPS intracerebralmente (Rebelo, A. L., et al.,
2021). El incremento del reconocimiento de fucosas de las regiones de CtxV y CtxF en este
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trabajo se puede asociar al incremento de fucosas ligadas a procesos inflamatorios. Sin embargo,
en regiones hipocampales se puede apreciar una reduccion significativa de la deteccion de LTL a
diferencia de lo reportado por otros grupos. La reduccion en el reconocimiento de LTL y el
incremento de reconocimiento por parte de la lectina de Con A puede asociarse a las fucosas
unidas mediante enlaces o 1,2 o a 1,3. Por lo que, la reduccioén en espejo de las fucosas en
regiones hipocampales y el incremento de reconocimiento de o manosas se podria deberse a la
pérdida de fucosas unidas mediante este tipo de enlace. El incremento del reconocimiento de a
manosas por ConA podria indicar dos posibles eventos asociados a fucosas. La pérdida de
fucosas facilita el reconocimiento de a manosas mediante ConA debido a la modificacion en el
tipo de enlace de fucosas (Bojar, D., et al., 2022).

Al considerar el tipo de enlace de fucosas como el causante del incremento del reconocimiento
de manosas, se ha reportado ademads la pérdida de reconocimiento de LTL hacia a 1,3 - fucosa al
existir enlace con la GlcNAc del ntcleo de ramificacion de carbohidrato (Bojar, D., et al., 2022).
Con base en lo anteriormente mencionado, el incremento del reconocimiento de GS-II en la
region del GD podria indicar un cambio conformacional de la unidon de fucosas lo que modifica
el tipo de enlace fucosidico de un o 1 , 3 a un enlace a 1, 2 en el sitio de unién al ntcleo de
carbohidratos. Este cambio organizacional en el GD puede explicar la reduccion del aprendizaje
espacial ya que, el circuito hipocampal que promueve cambios a nivel neuronal y proporciona la
base estructural para la memoria a largo plazo se ve afectado desde el punto de captacion y
distribucion de la informacion que es el GD. La informacion obtenida y almacenada en nuestra
memoria esta representada en el sistema nervioso central por la actividad coordinada de un grupo
de neuronas que desarrollan la capacidad de repetir patrones de actividad adquiridos a través de
la experiencia (Makkar, S. R., et al., 2010).

7.3 El incremento de Ac. sialico 2,3 en regiones de CA3, GD y CtxF modifica el

reconocimiento de GalNAc y galactosas

Los sialdsidos son abundantes en el cerebro, modulan muchos procesos de inflamacion y tanto el
Ac. sidlico como la sulfatacion aportan una carga negativa a los glicanos (Bojar, D., et al.,
2022). El Ac. sidlico o N -Acetilneuraminico (Neu5Ac), se puede encontrar en una variedad de
enlaces (a2 ,3,02,6ya2,8),esparte de N -y O - glicanos (Limon, I. D., et al., 2011). La
lectina MAA-II reconoce preferentemente carbohidratos terminales de enlace 2 , 3 sialilado en
Gal B 1 - 3 GalNAc en O - glicanos con capacidad para tolerar la sustituciéon en posicion 6 del
GalNAc y en menor medida a 3 sulfatados unidos a galactosa B (Bojar, D., et al., 2022). El
motivo de unién de los Ac. sidlicos reconocidos por MAA-II incluye a galactosa y GalNAc, se
comparte con motivos de carbohidratos reconocidos por JAA, ALL y PNA. PNA reconoce
principalmente a Gal B 1,3 GalNAc y JAA reconoce especificamente nticleos de O - Glicanos Ga
181-3 GalNAc y GIcNAc principalmente, ademds de reconocer en menor medida motivos
GalNAc o Ac. sialico unidos a GalNAc como sustituyente en enlace a / B3 (Sharma, V., et al.,
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1998; Hernandez, P., et al., 2004; Ramos-Martinez et al., 2018). Esta asociacion en CtxF podria
indicar procesos de sialilacion asociados a la actividad del péptido AP,s;s, asociado a un
aumento de O - glicosilacion. Por otra parte, la pérdida de Ac. sidlicos en regiones CA1l, CA3y
CtxV indicaria que procesos inflamatorios generan la pérdida de Ac. sidlicos en regiones
hipocampales y CtxV que permite el reconocimiento de galactosas terminales no sialidadas. El
aumento de sialilacion en diferentes regiones puede interferir con el reconocimiento de PNA lo
que resulta en una modificacion en la lectura no asociada a la pérdida o reduccién de galactosas
totales. El aumento de la deteccion por PNA y un incremento del reconocimiento por JAA en la
region CA1 del Hip y CtxF podria coincidir con una migracion en el tipo de manosilacion
presente en esta region o un desplazamiento del grupo OH de C4 a C3 o C2 reconocibles por
JAA.

Este incremento de sialilaciéon en cerebro debido a la administracion del péptido AP,s.ss,
concuerda con estudios de cerebro de rata envejecidos en los cuales se analizo la NCAM y GFAP
en los que se reportd un incremento de estructuras polisialidadas en asociacion a NCAM
(Linnemann & Skarsfelt, 1994). Este incremento de reconocimiento de Ac. sialico 2 , 3 en Hip
podria indicar un incremento de NCAM asociado a procesos de reparacion o proliferacion
celular, ya que se ha descrito la actividad de células madre asociada a la circunvolucion del GD.
La asociacion de polisialidados a canales de sodio y NCAM podria indicar procesos de
resiliencia a los procesos neurotdxicos. En pacientes con EA se ha visto asociado a la presencia
de PS1 una reduccion de Ac. sidlico 2,3 en superficie celular asociado a la NCAM de forma
intracelular (Linnemann, D., & Skarsfelt, T. 1994). Otro estudio implica la reduccion de la
sialiltransferasa en regiones corticales del lobulo frontal, y temporal pero no en Hip lo que podria
indicar una asociacion a la reduccion de la expresion en CtxF pero no en las regiones CA3 y GD
del Hip lo que aporta una posible explicacion a las modificaciones en patrones de glicosilacion
de forma regional. Otro factor que podria incrementar la actividad de Ac. sidlico es la
fosforilacion de la proteina Tau asociada a regiones cercanas a la administracion del péptido.
Multiples estudios han reportado aumento en la glicosilacion de acidos sialicos de tau fosforilada
que no se presenta en pacientes con EA. Se ha reportado ademas que la O - GIcNAc protege
contra la fosforilacion y sialilacion de la proteina Tau lo que ha llevado a creer que esta O -
GlcNAcsilacion evita la union de Ac. sialicos a Tau. Al no verse incrementada la GlcNAc en
regiones CAl y CA3 concordaria con el incremento visto en Hip para la sialilacion de Tau. Este
incremento de O-Glicanos concuerda con lo reportado por Ramos - Martinez et al., (2018) que
mediante la inyeccion del péptido AP,s.;s demostré que este induce neuroinflamacion y
sobreexpresion de proteinas O - glicosiladas de tipo mucina. A pesar de que en el presente
trabajo las lectinas de unidon a N - AcetilGalactosamina no se ven afectadas inicamente por la
administracion del péptido.
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7.4 La lesion modifica el patron glicosidico de manosas

La nicastrina madura es un componente importante de la y secretasa presenta glicosilaciones
importantes de sialilacion y manosilacion mientras que la Nicastrina inmadura Unicamente
presenta manosilacion dicha actividad manosilada en formas tanto maduras como inmaduras
podria brindar explicacion a los incrementos por lesidon generados al momento de la
administracioén vistos en el presente trabajo. La y secretasa se ha visto asociada a lesiones asi
como en otros estudios donde se ha visto incremento de manosas en los hemisferios
microinyectados en modelos de neuroinflamacion inducida (Samal et al., 2020). Otro factor a
considerar en el incremento de manosas podria ser lo reportado por quienes observaron un
incremento de manosa asociada a Acetilcolinesterasa inmadura en pacientes con EA.
Anteriormente se han reportado cambios en su concentracion o propiedades, las cuales se
presentan en algunas neuropatologias como el Alzheimer, Parkinson y miastenia gravis, aunque
no son su causa (Jucker, M., Walker, L. C. 2013; Hoshi, K., et al., 2021). El deterioro por la EA'y
la vejez se asocia al dafio progresivo de fibras colinérgicas que se observa en la hipotesis
colinérgica de la EA (Orta-Salazar, E., et al., 2014; Chen, Z. R., et al., 2022). La inervacién por
via septo hipocampal y regiones cercanas a CtxF lo que podria explicar porque unicamente en
region de CtxV se observd una disminucion de manosas asociada al dafio. Si bien, se puede
observar la tendencia al alza respecto a los grupos Veh e Int por parte del grupo APB. Se podria
considerar que la inoculacién representa un dafio suficiente para generar la manosilacion de
ciertas proteinas debido a la inflamacion generada por el procedimiento sin embargo el
incremento presentado por el AP es mayor y estadisticamente significativo al menos en regiones
hipocampales.
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8 Conclusion

La administraciéon del péptido AP,ss;s en ventriculos laterales afecta la memoria a través de
cambios en los patrones de glicosilacion que limitan la formacion de nuevas memorias. El uso
del péptido AP,s.3sen modelos animales ha permitido comprender la relacion entre la inflamacion
y el dafo en el aprendizaje y la memoria (Limoén et al., 2009; Limoén et al., 2011; Ramirez et., al
2023). Los patrones de glicosilacion asociados a la inoculaciéon del péptido AP,s.3s que induce
neuroinflamacion y desequilibrio redox, brinda un nuevo enfoque a la investigacion en el
deterioro y pérdida de la memoria en la EA. La administraciéon del péptido AP,sss genera
reduccion de fucosas en enlaces a 1 , 3 en GD y aumento de fucosilacion en regiones corticales
ademas de un incremento de Ac. sidlico 2 , 3 en regiones de CA3, GD y CtxF lo que lleva a los
cambios drasticos en el glicoma cerebral asociado a la captacion, distribucion y consolidacion de
informacion para la formacion de nuevas memorias y la remembranza de las mismas. De manera
particular, la region de CtxV no presenta reduccion en el reconocimiento de manosas por parte
de JAA-I a diferencia del resto de regiones analizadas. Por lo que, el incremento de fucosas en
este sitio no corresponde a la pérdida del enlace a 1 , 3 de fucosas y el incremento en la
deteccion de manosas puede deberse a otra interaccion con el péptido. Es necesario considerar
que determinados elementos glicosidicos pueden verse alterados por el método de
administracion. Por lo que, se precisan de mayores estudios que permitan obtener informacion
puntual que confirme las observaciones aqui presentes de manera puntual.

9 Perspectivas

e Estudiar el efecto del péptido AP,s.;5s sobre el proceso de fucosilacion y sialilacién del GD
empleando lectinas mediante citometria de flujo.

e Estudiar el efecto del péptido AP,s;s sobre la expresion de manosas de espinas
dendriticas y su efecto sobre la potenciacion a largo plazo.

e Estudiar el efecto del péptido AP,s3;s en la glicosilacion posterior a la activacion
microglial y astrocitica.

e Estudiar el efecto del péptido AP,s3s sobre los patrones de glicosilacion de ratones
transgénicos.
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