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Lista de Abreviaturas 

 

EA  Enfermedad de Alzheimer 

GD  Giro dentado 

LD  Lámina dorsal del giro dentado 

LV  Lámina ventral del giro dentado  

CP  Capa polimórfica del giro dentado 

CE  Corteza entorrinal 

AEL  Área entorrinal lateral  

AEM  Área entorrinal medial 

CA1  Cornu ammonis 1 

CA2  Cornu ammonis 2 

CA3  Cornu ammonis 3 

PPA  Proteína Precursora del Amiloide 

Aß  Proteína ß-amiloide 

AK  Ácido Kaínico 

PCNA   Antígeno nuclear de células en proliferación   

PHF-1     Por sus siglas en inglés Paired helical filaments  
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RESUMEN 

 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo 

irreversible caracterizado por un déficit cognitivo progresivo acompañado de 

marcadores histopatológicos como son: la acumulación extracelular de la 

proteína β-amiloide (βA), la presencia de agregados intraneuronales de la 

proteína tau hiperfosforilada, la degeneración sináptica y la pérdida neuronal en 

regiones específicas del cerebro.  

Gran cantidad de estudios señalan que una de las regiones donde parece 

iniciar el padecimiento corresponde a la corteza entorrinal (CE). Las neuronas de 

la CE se conectan con el giro dentado (GD) del hipocampo a través de la vía 

perforante. Evidencias recientes sugieren que la regulación alterada de los 

contactos sinápticos en neuronas postmitóticas puede conducir a la reentrada a 

ciclo celular. En aquellas  las neuronas que no se rediferencian, la progresión del 

ciclo celular puede culminar en la muerte celular de tipo apoptótico o en la 

formación de tau hiperfosforilada y βA. Hasta el momento no se ha desarrollado 

un modelo animal no-transgénico, que reproduzca ciertas condiciones que lleven 

a la aparición de los marcadores mencionados. Este tipo de modelo nos permitirá 

conocer la relación espacio-temporal entre la degeneración sináptica que ocurre 

al lesionar parte de un circuito neuronal, y la aparición de dichos marcadores en 

las áreas de proyección. 
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En el presente trabajo se estudió, si la pérdida de conexiones sinápticas en el 

circuito CE–GD, es capaz de inducir la expresión de algunos marcadores del ciclo 

celular y proteínas involucradas en la EA.  

Para este trabajo se utilizaron ratas machos adultas, a las cuales se les 

realizó una lesión excitotóxica con ácido kaínico en el GD. 1d, 7d, 15d y 30d 

posterior a la lesión, se obtuvo el tejido cerebral y se procesó para 

inmunohistoquímica. A través del análisis histológico encontramos que la lesión 

además de inducir muerte neuronal en el GD, de manera tardía conduce a un 

desarreglo celular de las láminas de la CE acompañado de la aparición de 

núcleos picnóticos. Por otro lado observamos la expresión, a lo largo del tiempo, 

de los marcadores de ciclo celular: ciclina D (fase G1), cdk6 (fase G1), cdk2 (fase 

S), PCNA (fase S) y ciclina B (G2 –M), en regiones sinápticamente conectadas  

(CE-GD). Junto con los marcadores anteriores detectamos la expresión de PHF-1 

(reconoce formas fosforiladas de la proteína tau presentes en cerebros de 

pacientes con  EA), cdk5 (cinasa capaz de fosforilar a tau) y PPA en las mismas 

regiones cerebrales. De manera interesante la mayor expresión de los 

marcadores  de ciclo celular en la CE precede a la aparición más intensa de PHF-

1 y PPA. Estos datos apoyan la hipótesis de que la formación de tau 

hiperfosforilada y βA se asocia con una previa reactivación del ciclo celular. Dado 

el incremento en los niveles de tau fosforilada y cdk5, resultó interesante valorar 

la expresión de p35/p25, activador de Cdk5. Por medio inmunotransferencia se 

detectó un incremento en la formación de p25 conjunto a un decremento en la 
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presencia de p35, los cuales correlacionan temporalmente con la mayor 

inmunoreactividad a cdk5. Los datos anteriores sugieren la presencia activa de 

cdk5 y su posible participación en la fosforilación de tau (reactiva a PHF-1) 

detectada en este trabajo. En conjunto, nuestros resultados apoyan el 

planteamiento de que la desaferentación de regiones sinápticamente conectadas  

induce la expresión de proteínas reguladoras del ciclo celular, tau hiperfosforilada 

y βA. La conclusión anterior se sustenta por datos en la literatura que  apoyan la 

participación de este mecanismo como parte de la cascada patogénica en la EA. 
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I.  ANTECEDENTES 

I.1.   Introducción 

 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia más frecuente 

en la vejez caracterizada por un déficit cognitivo progresivo, asociado a pérdida 

sináptica y muerte neuronal. En la mayoría de los casos la enfermedad es 

idiopática y tiene como principales factores de riesgo el envejecimiento y el alelo 

ε4 del gen polimórfico de la lipoproteína ApoE. En un porcentaje menor al 5% de 

los casos existe alguna de las varias mutaciones en los genes de la proteína 

precursora de la βA (PPA, cromosoma 21) o de las presenilinas 1 y 2 (PS-1 y PS-

2, cromosomas 14 y 1, respectivamente) (para revisión ver Arias, 1999).  

Histopatologicamente la EA se define por la presencia de dos tipos de 

agregados protéicos, las marañas neurofibrilares y las placas seniles o 

amiloideas. Las marañas neurofibrilares son inclusiones intraneuronales 

compuestas principalmente de la proteína asociada a microtúbulos axonales, tau 

hiperfosforilada, ensamblada en una conformación de filamentos helicoidales 

apareados (PHF) (Grundke-Iqbal, 1986). Las placas seniles se componen de un 

depósito extracelular de βA, denominado núcleo de la placa, rodeado por 

neuritas distróficas y microglía reactiva. La βA deriva del corte proteolítico  

anormal de la PPA por las β y γ secretasas (Lichtenthaler, 1999).  

Se han propuesto varias hipótesis para entender la fisiopatología de la EA 

incluyendo la participación de la proteína βA, la hiperfosforilación de tau, la 

inflamación y el estrés oxidante. Sin embargo, ninguna de ellas explica en su 
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totalidad la diversidad de alteraciones bioquímicas así como la susceptibilidad 

diferencial de áreas como el hipocampo y la neocorteza observadas en este 

padecimiento. 

El paralelismo entre la EA y el desarrollo de la corteza cerebral surge por 

la observación acerca de los cambios cognitivos y funcionales de este 

padecimiento que corresponden a un patrón regresivo de lo que ocurre en el 

cerebro durante su desarrollo (Reisberg, 2002). En la EA se van deteriorando, 

paso a paso, redes neuronales interconectadas que interesantemente 

corresponden a las áreas ontogénica y filogénicamente más recientes (Arendt, 

2000). De manera interesante también estas regiones más dañadas 

corresponden a lugares de alta plasticidad a lo largo de la vida. 

Las señales celulares que controlan la conectividad y la plasticidad 

sináptica, también  permiten el mantenimiento de las neuronas en un estado de 

diferenciación e impiden la reactivación de mecanismos que lleven a la migración 

o a la proliferación. Este papel dual de las señales mitogénicas involucradas en 

morforegulación representan también un riesgo para aquellas neuronas que 

retienen un alto grado de plasticidad sináptica; de manera aberrante estas 

señales pueden originar neuroplasticidad alterada que lleve a la aparición de 

fenómenos que reactivan el ciclo celular. Este proceso de desdiferenciación 

involucra eventos moleculares que en poblaciones de células capaces de 

dividirse, puede llevarlas a la transformación celular, pero que al no ser 

compatible con el estado post-mitótico de las neuronas podría conducirlas a la 



 12

muerte celular programada o a una patología tipo Alzheimer (Arendt, 2000; 

Nagy, 2000). 

 
 
I.2.   REGULACION DEL CICLO CELULAR 

 

El ciclo celular es un mecanismo altamente conservado por  las células eucariotas 

que permite la proliferación celular. Típicamente el ciclo celular comprende cinco 

fases: G0 (estado quiescente), G1 (primer intervalo), S (síntesis de DNA), G2 

(segundo intervalo) y M (mitosis). La progresión a través de estás fases se 

regula por la expresión secuencial, activación e inhibición de los complejos de 

cinasas dependientes de ciclinas (cdks) y sus subunidades activadoras, las 

ciclinas, así como de los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (cdkis) 

(Grana, 1995; Lees, 1995).  

La presencia de estímulos mitogénicos induce la síntesis de ciclinas tipo D, 

las cuales unen y activan a cdk4 y cdk6; lo anterior permite que las células 

quiescentes entren a la fase G1. En G1 tardía, se promueve la expresión de la 

ciclina E, la cual se asocia a cdk2. La actividad del complejo ciclina E/cdk2 

permite la transición de G1/S. En etapas tempranas de la fase S, la ciclina E es 

degradada, dejando disponible a cdk2 para unirse a ciclina A. Cuando la 

duplicación del DNA ha finalizado, la ciclina A forma un complejo con cdc2 (cdk1) 

y conduce a la  célula hacia la fase G2. Durante la transición de G2/M,  la ciclina A 

es degradada, ahora cdc2 se acopla a la ciclina B. El complejo  ciclina B/cdc2 es 

necesario para la progresión de la mitosis. Hacia el final de la fase M, este 
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complejo se vuelve inactivo ya que la ciclina B es degradada (Granna, 1995) (Fig. 

1). 

 

 

Figura 1. El ciclo celular y sus principales reguladores. La progresión a través del 
ciclo celular es regulada por los complejos Ciclina/Cdks y sus inhibidores 
p15,p16,p18, p19 (Familia NK4) y p21, p27 (Familia Kip/Cip). El complejo activo 
Ciclina D/Cdk4,6 fosforila a la proteína Rb, el cual  libera al factor de transcripción
E2F que subsecuentemente activa genes requeridos para la fase S. G0: estado 
quiesecente, G1: primer intervalo, S: Replicación de DNA, G2: segundo intervalo 
y M: mitosis. (Becker, 2004).       
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La actividad de los complejos ciclina/cdks es inhibida por dos familias de 

proteínas. Los miembros de la familia de inhibidores Kip/Cip (p21, p27 y p57) 

regulan principalmente la actividad de los complejos ciclina-cdks de fase G1 y  en 

menor grado  la actividad del complejo ciclina B-cdc2. Por  su parte la familia 
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INK4 (p16, p15, p19 y p18) específicamente inhibe a cdk4 y cdk6 (Fig.1). La 

actividad de los cdkis, ciclinas y cdks, es regulada a nivel transcripcional, 

traduccional y de proteólisis  (Sherr, 1999). Durante el desarrollo, la regulación a 

la baja de los niveles de las ciclinas y las cdks, así como la inducción de los cdkis 

conducen al término del ciclo celular y a la diferenciación. 

 

I.3.   Reactivación del ciclo celular en neuronas postmitóticas 

 

Durante el desarrollo en el SNC de los mamíferos,  los precursores neuronales 

proliferan  y  se diferencian a neuronas dentro de zonas germinales 

determinadas. Una vez que finalizan el ciclo celular e ingresan a un estado 

postmitótico, las neuronas migran hacia diferentes destinos y permanecen en un 

estado terminal diferenciado a lo largo de toda su vida (Yoshikawa, 2000). Existe 

cierta cantidad de neurogénesis basal que ocurre en la etapa adulta, sin 

embargo, se restringe a pozas de precursores comprometidos a linaje neural 

dentro del cerebro (Pevny, 2003). 

Hasta hace poco tiempo, se había pensado que las neuronas diferenciadas 

abandonan el ciclo celular de forma permanente y disminuyen los niveles de 

proteínas reguladoras del ciclo celular (Okana, 1993). En contraposición a este 

fundamento, existe una gran cantidad de evidencias que sugieren la capacidad 

de las neuronas para reentrar al ciclo celular. A pesar de que las neuronas 

diferenciadas retienen la habilidad de reactivar el ciclo celular, la maquinaria del 

ciclo celular raras veces conduce a la proliferación, por el contrario típicamente 
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induce apoptosis (Wartiovaara, 2002). De acuerdo con esta idea, la incidencia de 

tumores cerebrales de origen neuronal es mínima, sugiriendo la resistencia de las 

neuronas a la transformación oncogénica (Heintz, 1993). Al respecto se sabe que 

la sobrexpresión del antígeno T en células de purkinje  y neuronas de la retina 

conduce a la muerte celular acompañada de síntesis de DNA en lugar de 

promover proliferación celular (al-Ubalbi, 1992; Feddersen, 1992). 

La evidencia inicial obtenida in vivo que señala a la apoptosis como 

resultado de la reentrada aberrante al ciclo celular, proviene del análisis de 

ratones deficientes en la proteína de retinoblastoma (Rb), la cual normalmente 

interrumpe el ciclo celular en la fase G1. Los ratones Rb -/- no son viables, 

presentan síntesis de DNA junto con apoptosis en el SNC y el SNP (Lee, 1992). 

Más tarde, por PCR cuantitativo se detectó un aumento en el mRNA de la ciclina 

D1 en neuronas simpáticas privadas de factor trófico (Freeman, 1994). En 

conjunto, éstos y otros datos señalan que la activación del ciclo celular puede 

estar ampliamente ligada a la muerte celular de neuronas diferenciadas. De 

manera interesante, los mecanismos de apoptosis y  ciclo celular incluyen 

elementos comunes tales como; Rb, E2F y p53, asimismo  presentan 

características morfológicas similares entre las que se encuentran la 

condensación de la cromatina y el redondeamiento celular (King, 1995). 

Considerando lo anterior, se ha sugerido una convergencia en  los  mecanismos  

de ejecución de  estos dos procesos.  
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Existen varias condiciones que pueden promover la apoptosis relacionada 

a  mecanismos del ciclo celular entre las que se encuentran: la pérdida del 

soporte trófico, el daño al DNA, la exposición a βA o a excitotoxinas (Becker, 

2004). Además, recientemente se ha propuesto que la reentrada aberrante a 

ciclo celular contribuye a la cascada patogénica de diversas enfermedades 

neurodegenerativas, como la EA (Busser, 1998; Husseman, 2000).  

 

 

I.4.  La enfermedad de Alzheimer como un desorden en los mecanismos 

que regulan la organización estructural del cerebro. 

 

Las regiones más afectadas en la EA comprenden a la formación hipocampal, 

áreas de asociación neocortical y al núcleo colinérgico del cerebro basal anterior. 

El funcionamiento de estas áreas está implicado en la regulación de procesos 

como la memoria y el aprendizaje, procesos que requieren del ajuste en los 

contactos sinápticos a lo largo de la vida. En el cerebro adulto, esta 

reorganización de la conectividad neuronal depende de mecanismos de 

morforegulación. Se ha propuesto que es el proceso continuo de reorganización 

sináptica el que llega a ser defectuoso en la EA. De esta forma los grupos 

neuronales que retienen un alto grado de plasticidad y que presuntamente se 

encuentran en un “estado lábil de diferenciación” son al mismo tiempo más 

vulnerables a presentar fallas en la regulación de la reorganización sináptica. En 

la EA, la acumulación de estas fallas podría resultar en alteraciones de la 
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estructura sináptica que llevan a la desestabilización de las sinapsis, al 

crecimiento aberrante de procesos sinápticos y finalmente, a una pérdida en el 

control del estado de diferenciación celular. Esta condición de desdiferenciación 

se caracteriza por la expresión de proteínas que participan en el desarrollo y la 

plasticidad sináptica como la proteína de adhesión celular PSA-NCAM, la cual 

permite el remodelamiento y la sinaptogénesis del hipocampo (Mikkonen, 1999). 

La reactivación de mecanismos regulados durante el desarrollo puede constituir 

la transición entre  una condición alterada de la organización estructural del 

cerebro y la “morfodesregulación”. El proceso de desdiferenciación involucra 

fenómenos como la reactivación del ciclo de división celular, o al menos el 

intento de activación de algunos de los mecanismos implicados en la división 

celular, evento fisiológicamente incompatible con el estado de maduración 

morfológica y funcional de las neuronas postmitóticas,  por lo que las puede 

conducir a la muerte (Arendt, 2001) (Fig 2A). 

 

I.5.  Expresión de proteínas del ciclo celular en la enfermedad de 

Alzheimer 

 

En años recientes se han realizado una cantidad considerable de estudios sobre 

la participación de la reactivación del ciclo celular en la neurodegeneración 

observada en la EA. La evidencia  inicial  obtenida del análisis  post-mortem de 

tejido cerebral de pacientes con EA  indicó la presencia en niveles elevados de la 

cinasa cdc2 (M) en el  hipocampo (Vicent, 1996). Un artículo posterior  reportó la 
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desdiferenciación involucra fenómenos como la reactivación del ciclo de división celular; en fase G2 
aquellas neuronas que expresan altos niveles de Bax activarán el programa de apoptosis, mientras 
que  en el resto de las neuronas se podría favorecer la formación de βA y de Tau fosforilada (Nagy, 
1998)
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Figura 2. Esquema de la posible progresión patológica hacia ciclo celular resultado de cambios en la 
plasticidad sináptica. A) En aquellas neuronas que retienen un alto grado de plasticidad sináptica,  
fallas en la regulación de la reorganización sináptica puede resultar en alteraciones de la estructura y 
desestabilización sinápticas, al crecimiento aberrante de terminales nerviosas y finalmente, a una 
pérdida en el control del estado de diferenciación celular (Arendt, 2001). B) El proceso de 
desdiferenciación involucra fenómenos como la reactivación del ciclo de división celular; en fase G2 
aquellas neuronas que expresan altos niveles de Bax activarán el programa de apoptosis, mientras 
que  en el resto de las neuronas se podría favorecer la formación de βA y de Tau fosforilada (Nagy, 
1998)  

 

expresión significativa de KI-67 (marcador de células en proceso de división 

celular, no específico de una fase), ciclina E (G1-S) y ciclina B en regiones 

vulnerables como el hipocampo, la CE y algunas áreas de asociación neocortical 

en cerebros con EA. En algunos cerebros de individuos controles, también se 

encontraron células inmunopositivas a estos marcadores pero en menor 

proporción (Nagy, 1997). Posteriormente, un estudio mostró que la aparición del 
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complejo ciclina D-cdk4 (G1) y PCNA (S) ocurría en regiones como la CE, el 

hipocampo y el Núcleo Basal de Meynert donde típicamente ocurre pérdida 

celular en la EA. Lo anterior sugirió una asociación entre la reactivación del ciclo 

celular y la muerte celular  observada en esta patología  (Busser, 1998). 

Recientemente, por medio de la técnica de FISH, se detectaron algunas 

neuronas aneuploides en áreas vulnerables de cerebros de pacientes con EA, lo 

cual se interpretó como una evidencia de duplicación del DNA (Yang, 2001). 

Asimismo, existen otros datos que sustentan la participación de elementos 

del ciclo celular en  la formación de marañas neurofibrilares y placas amiloideas. 

Por estudios in vitro se sabe que la cinasa cdc2 (G2)  tiene la capacidad de 

fosforilar a la proteína tau (Ledesma, 1992), condición que contribuye a la 

formación de marañas neurofibrilares. En un estudio subsiguiente se demostró la 

capacidad del complejo ciclina B-cdc2 extraído de cerebros de individuos con EA 

para fosforilar in vitro a la proteína tau (Vicent, 1997). En relación a los 

depósitos de amiloide se ha reportado que la APP se fosforila in vitro  y en 

células intactas por la cinasa cdc2 en una manera dependiente del ciclo celular, 

lo cual se asocia con una producción alterada de fragmentos potencialmente 

amiloidogénicos que contienen el dominio completo de la βA (Susuki, 1994). El 

βA, a su vez actúa como una señal proliferante, conduciendo a neuronas 

primarias cultivadas a entrar a ciclo celular, proceso que eventualmente resulta 

en la muerte celular (Copani, 1999). Estos datos sugieren que la reactivación del 

ciclo celular puede propiciar la generación de βA, la cual, a su vez,  parece tener 
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el potencial para mantener la activación del ciclo celular, originándose así un 

círculo vicioso. 

Una hipótesis que integra los datos disponibles hasta el momento sugiere 

que aún las neuronas de individuos envejecidos sanos pueden reentrar al ciclo 

celular, pero en este caso la activación de los mecanismos que controlan el ciclo 

lo interrumpen tempranamente en la fase G1. Durante esta fase, si se encuentra 

la proteína anti-apoptótica Bcl-2 es posible regresar al estado diferenciado, de lo 

contrario se activará el mecanismo de muerte celular programada, contribuyendo 

a la pérdida neuronal ligera que acompaña el envejecimiento (West, 1994). En el 

caso de la EA, los mecanismos reguladores de G1/S parecen estar ausentes o 

presentan fallas y las neuronas pueden avanzar a fases posteriores del ciclo. En 

el estado G2, el mecanismo de rediferenciación ya no es posible, así que la 

progresión del ciclo puede conducir a diferentes eventos. La observación de la 

expresión mutuamente exclusiva de Bax, una proteína apoptótica y tau 

fosforilada positiva al anticuerpo AT8, sugiere que una vez en fase G2 aquellas 

neuronas que expresan altos niveles de Bax activarán el programa de apoptosis; 

mientras que  en el resto de las neuronas se podría favorecer la formación de βA 

y de tau fosforilada (Nagy, 1998) (Fig. 2B).  

 

Si bien los datos anteriores señalan que la reactivación aberrante del ciclo 

celular está implicada en la patología de  la  EA,  aún se desconocen las causas 

de esta alteración. En este sentido el dato de la expresión de marcadores de 
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ciclo celular en el hipocampo, una región en la que ocurre pérdida sináptica 

anterior a la aparición de marañas neurofibrilares sugiere que la reentrada a ciclo 

celular puede estar relacionada con la pérdida de conexiones sinápticas (Nagy, 

2000). 

 

I.6.  Fosforilación de tau y Cdk5 

 

La proteína tau se encuentra localizada principalmente en los axones (Binder, 

1985) donde se asocia con los microtúbulos permitiéndoles una mayor 

estabilidad, promoviendo la polimerización de la tubulina, y suprimiendo su 

despolimerización  (Cleveland, 1977). La  actividad de esta proteína se regula por 

su grado de fosforilación. En condiciones normales tau contiene 2-3 moles de 

fosfato por mol de proteína, sin embargo, en pacientes con EA se presenta una 

hiperfosforilación de hasta 10-12 moles de fosfato (Ksiezak-Reding, 1992). La 

hiperfosforilación de tau disminuye su capacidad de unión a microtúbulos, 

asimismo promueve su autoagregación formando los filamentos helicoidales 

apareados (FHAs), los cuales se asocian dando lugar a las marañas 

neurofibrilares (Alonso, 1996). Dichas alteraciones inducen muerte neuronal ya 

que afectan el flujo axoplásmico, la morfología y el funcionamiento de las 

neuronas (Trojanoski, 1993).  

El incremento en la fosforilación de tau en los cerebros de pacientes con 

EA, se cree que puede deberse a una elevada actividad de proteína cinasas y/o a 

una disminución en la actividad de proteína fosfatasas. En particular, tres clases 
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de cinasas han mostrado ser capaces de fosforilar in vitro a tau de manera 

similar a la observada en los FHA además de estar presentes en las marañas 

neurofibrilares: MAPKs, cdks (cdc2 y cdk5) y GSK3β (Drewes, 1992; Ledesma, 

1992; Mandelkow, 1992). 

Cdk5 pertenece a la familia de cinasas dirigidas por prolinas que fosforilan 

residuos de serina y treonina, su secuencia presenta una gran homología  a la de 

cdc2, una ciclina de ciclo celular clásica. A pesar de esta similitud,  no se ha 

identificado una función para cdk5 en la regulación del ciclo celular. De forma 

similar a otras cdks, cdk5 en estado monomérico no tiene actividad enzimática y 

requiere asociarse con una subunidad reguladora para su activación. Los 

activadores neuronales p35 y p39, regulan temporal y espacialmente la 

expresión activa de cdk5 (Tsai, 1994). Bajo condiciones fisiológicas normales el 

complejo cdk5/p35 interviene en la citoarquitectura y la integridad sináptica del 

SNC (Ohshima. 1996; Morabito, 2004). En contraste, bajo algunas condiciones 

neurotóxicas, el activador p35 sufre un corte proteolítico por la calpaína  para 

generar p25. El complejo cdk5/p25 lleva a una alteración en la actividad de  cdk5 

y promueve neurodegeneración a través de diferentes vías (Lee, 2000; Cruz, 

2003). Se ha reportado que p25,  se acumula en neuronas de pacientes con EA. 

Esta acumulación  correlaciona con un incremento en la actividad de cdk5 y con 

un aumento en la fosforilación de tau en el sitio de inmunoreactividad a PHF-1 

(Ser 396/404) (Patrick, 1999). 
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I.7.   Circuito corteza entorrinal-giro dentado en la enfermedad de 

Alzheimer 

 

La corteza entorrinal (CE) y el hipocampo son componentes esenciales del 

sistema de memoria del lóbulo temporal medial. La CE conecta a la neocorteza 

con el hipocampo, esencialmente conduce información sensorial multimodal 

hacia el GD (Squire ,1991). En concordancia con la observación de que la 

pérdida de memoria es un síntoma prominente en la EA, diversos estudios 

histopatológicos han implicado de manera temprana a ambas estructuras en la 

patología de esta enfermedad (Hyman, 1984; Braak, 1997; Van Hoesen, 1991). 

Considerando que las marañas neurofibrilares no se distribuyen 

homogéneamente a lo largo del cerebro, Braak y Braak (1997) formularon una 

escala temporal de degeneración neurofibrilar que comprende seis diferentes 

etapas. De acuerdo con esta escala, en las etapas iniciales I y II, las alteraciones 

se concentran en la corteza transentorrinal y la CE. Posteriormente el proceso 

patológico se extiende hacia el hipocampo en las etapas III y IV. Finalmente en 

las etapas V y VI la mayoría de las áreas de asociación neocortical se ven 

afectadas, incluso en fases avanzadas de la etapa VI algunas áreas sensoriales 

primarias también se afectan. Por otro lado, las placas seniles se presentan 

inicialmente en la región perirrinal, desde donde se extienden hacia regiones 

adyacentes y hacia el hipocampo, cabe mencionar que la vía perforante es 

ampliamente afectada por los estos depósitos. Eventualmente, los depósitos de 

βA alcanzan todas las áreas corticales (Braak, 1997). Otro dato que alude a la 
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vulnerabilidad del circuito CE-GD es la pérdida significativa de contactos 

sinápticos observada en la capa molecular del GD (Dekosky, 1996), la cual 

correlaciona con la conocida pérdida celular en la lámina II de la CE, la principal 

proyección excitadora a esta área (Hyman, 1984; Gómez–Isla, 1996).  

Es en el hipocampo y la CE donde se ha detectado la expresión más 

importante de proteínas reguladoras del ciclo celular (Nagy, 1997; Busser, 1998), 

lo que sugiere una asociación entre la reexpresión aberrante de proteínas del 

ciclo celular y  la aparición de marcadores de la EA (Nagy, 2000). Los datos 

anteriores sustentan el planteamiento acerca de que el circuito más vulnerable 

en la corteza cerebral de individuos con EA es la proyección que se origina en la 

CE y termina en el GD (Mann, 1988).  

 

I.7.a.   Anatomía del circuito CE-GD de la rata 

 

I.7.a.1.  El Giro Dentado. Tipos celulares y organización 

 

La formación hipocampal comprende seis diferentes estructuras; el GD, el 

hipocampo; subdividido en tres regiones (CA1, CA2 y CA3), el subículo, el 

presubíbulo, el parasubículo y la CE. El GD comprende tres capas: la capa 

molecular, relativamente  libre de células, la capa granular y la capa polimórfica 

también conocida como hilus o CA4 (Fig. 3A). La capa molecular está ocupada 

por las dendritas de células granulares, células en canasta, células polimórficas y  

terminales axónicas de origen diverso. Dentro de la capa molecular se 
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encuentran la célula en canasta multipolar o de cuerpo triangular cuyo axón 

contribuye al plexo en canasta dentro de la capa de células granulares y la célula 

“chandalier” o axo-axónica, considerada como un control inhibidor secundario de 

las células granulares (Ribak, 1983; Halasy, 1993). La capa granular está 

formada principalmente por columnas densas de células granulares, las cuales 

son glutamatérgicas (Boss, 1985; West, 1988). En la parte profunda de esta 

capa se localizan células en canasta, la mayoría de las cuales son GABAérgicas y 

algunas otras son inmunoreactivas a parvalbúmina (Amaral, 1995). Finalmente, 

en la capa polimórfica se encuentran las células musgosas glutamatérgicas, las 

células fusiformes y las multipolares de tipo GABAérgico (Ribak, 1985).  

Las células granulares del  GD dirigen sus axones a las células piramidales 

de CA3,  dando lugar a las fibras musgosas, sin embargo, antes de llegar a  CA3, 

envían colaterales a las células musgosas y en canasta de la capa polimórfica 

(Claiborne, 1986). Las fibras musgosas son glutamatérgicas aunque algunas 

también presentan péptidos opiáceos como la dinorfina. En cuanto a las 

aferencias inhibidoras, las células granulares reciben proyecciones de las células 

musgosas en canasta de tipo GABAérgico. 

 

 

I.7.a.2.   La Corteza Entorrinal. Tipos celulares y organización 

 

El surco rinal señala aproximadamente el borde lateral de la CE. Esta estructura 

se    ha   dividido   en  seis   capas  (Fig, 3B).  La   primera   contiene   neuronas  
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Figura 3. Circuito CE-GD. A) Fotomicrografía de una 
sección  coronal de hipocampo teñido con Nissl. En el GD 
se señalan la capa molecular  (CM), la capa de células 
granulares (CG) y la capa polimórfica (CP). B) Esquema de 
un corte horizontal de la formación hipocampal para señalar 
la vía perforante. S, subículo; PrS, presubíbulo;  PaS, 
parasubículo.
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GABAérgicas,   células   estrelladas  y    horizontales   que  proyectan  al GD  y al 

hipocampo, así como neuronas que proyectan a las  dendritas de células de la 

capa II (Germroth, 1989). La mayor población dentro de la capa II son las 

células estrelladas; sus fibras constituyen principalmente la vía perforante. En 

esta capa, también se encuentran células piramidales, multipolares y 
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horizontales; cuyas fibras contribuyen a la vía perforante (Köhler, 1986; 

Lingenhohl, 1991). En la capa III el tipo celular prominente es la célula piramidal 

con proyecciones a  CA1 y subículo, sus colaterales axónicas se dirigen a las 

capas III y I de la CE. Además, en esta capa se presentan células multipolares, 

estrelladas, fusiformes, bipolares y horizontales que parecen contribuir a la vía 

perforante (Köhler, 1986;  Lingenhohl, 1991). La lámina dissecans o capa IV 

tiene como principal característica ser una capa  sin células, sin embargo, en 

algunas regiones esta capa contiene  parches de células. La capa V muestra una 

división estructural. La lámina Va es una banda larga y densa de neuronas 

piramidales cuyas dendritas apicales ascienden verticalmente a las capas más 

superficiales (I  y II) y sus axones terminan en las capas profundas de la materia 

blanca. La lámina Vb está menos densamente poblada, en la región rostral 

presenta una pérdida de células piramidales pequeñas y células polimórficas; 

mientras que caudalmente adquiere una apariencia columnar (Köhler, 1986; y 

Lingenhohl, 1991). La capa VI presenta una población celular heterogénea y una 

organización columnar similar a la de la capa V. Existe una variedad de neuronas 

en las capas Vb y VI, las cuales se han dividido en: células que influyen a células 

de las capas Vb o VI, células cuyas colaterales axónicas inciden sobre la columna 

vertical de células en las capas I –III y células con axones dirigidos a las áreas 

profundas de la materia blanca. Algunas de estas células pueden contribuir  a las 

proyecciones dirigidas a GD e hipocampo (Kohler, 1986., Lingenhohl, 1991). 



 28

La CE puede dividirse en dos áreas: el área entorrinal lateral (AEL) y  el 

área entorrinal media (AEM). Es en la CE donde se origina la principal aferencia 

hacia el GD y una aferencia prominente hacia el hipocampo y subículo. El 

término vía perforante incluye a todas las proyecciones de la CE hacia el 

hipocampo. Las denominadas fibras de la vía perforante provienen 

principalmente de neuronas localizadas en la capa II y III; una pequeña fracción 

de esta proyección se origina en las capas profundas (IV-VI). De acuerdo con el 

uso cotidiano, en este trabajo, dicho término se refiere únicamente a las 

aferencias hacia el GD. La  vía perforante inerva de manera laminar al GD: las 

fibras originadas en el AEL llegan al tercio exterior de la capa molecular y las 

fibras del AEM finalizan en el tercio medial de la capa molecular. Esta vía inerva 

mayoritariamente a células granulares glutamatérgicas y en menor proporción a 

neuronas GABAégicas positivas a parvalbúmina. A diferencia de las células del 

subículo y la región de CA1, las células del GD no envían proyecciones de 

regreso hacia la CE (Amaral, 1995). 
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II. PLANTEAMIENTO EL PROBLEMA 

 

Gran cantidad de estudios señalan la susceptibilidad temprana de la vía CE/ 

hipocampo en la EA. Otras evidencias recientes sugieren que la regulación 

alterada en los contactos sinápticos puede conducir a la expresión aberrante de 

reguladores del ciclo celular, tau hiperfosforilada y βA. Hasta el momento no se 

ha desarrollado un modelo animal no transgénico, que reproduzca la pérdida 

sináptica temprana que ocurre en la EA y que lleve a la aparición de los 

marcadores mencionados. En el presente trabajo se estudiará la relación 

espacio-temporal entre la desconexión sináptica que ocurre al lesionar el GD y la 

expresión de dichos marcadores en áreas interconectadas de circuito CE/GD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30

 

III. HIPÓTESIS 

 

La pérdida de conexiones sinápticas en regiones interconectadas (circuito CE–

GD), es un estímulo capaz de inducir la aparición de algunos marcadores de la 

EA, particularmente ciertas proteínas del ciclo celular, tau fosforilada y 

acumulación de proteína βA.  
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IV. OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la expresión espacio-temporal de marcadores específicos de diferentes 

etapas de ciclo celular, tau reactiva a PHF-1 y  APP/A4, posterior a una lesión 

excitotóxica dentro del circuito CE-GD. 
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V. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1) Realizar una lesión excitotóxica con ácido kaínico (AK) en el GD de la rata y 

analizar los cambios histológicos a lo largo de 24 horas, 7, 15 y 30 días por 

tinción de Nissl, tanto en el GD con en la CE. 

 

2) Estudiar por inmunohistoquímica la expresión espacio-temporal de diferentes 

marcadores de ciclo celular: ciclina D (marcador de G0-G1)  cdk6 (marcador de 

G1), cdk2 (marcador de G1-S), PCNA (marcador de S), ciclina B (marcador de G2-

M), y de  cdk5, PHF-1 (tau), PPA en CE y GD a 24 h, 7, 15 y 30 días posterior a 

la lesión del GD. 

 

3) Determinar los cambios en la expresión p35/p25 (activador de cdk5), posterior 

a la lesión excitotóxica del GD y en la zona de proyección de CE. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VI.1.  Lesión excitotóxica del giro dentado 

 
En este estudio se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar (250-300 g). Se 

mantuvieron  en cajas de acrílico con alimento y agua ad libitium, en un ciclo de 

luz/oscuridad 12/12hrs. Al momento de la cirugía, los animales se anestesiaron 

con una mezcla de halotano al 4% en 95% O2 y 5% CO2 y se colocaron en el 

estereotáxico. La lesión excitotóxica se indujo inyectando unilateralmente 1 µL 

de ácido kaínico 1mM (1 nmola), disuelto en amortiguadorr de fosfatos (PB 10 

mM pH 7.4) directamente en el GD siguiendo las coordenadas del atlas de 

Paxinos y Watson (1986): anteroposterior (AP) –4.1 lateromedial (LM) –2.4 y 

dorsoventral (DV) –3.3, por medio de una bomba de microinyección a la 

velocidad de 1 µl/min. Durante la inyección las ratas se mantuvieron con un nivel 

de anestesia bajo (0.5% de halotano); 2min después de haber terminado la 

inyección la aguja fue retirada y se suturó la piel. Los animales se regresaron a 

sus cajas con agua y comida ad libitum y fueron sacrificados en los tiempos que 

se mencionan a continuación. 

 

VI.2.  Obtención de tejido  

 

Después de 24 h, 7, 15 y 30 días de la lesión del GD, las ratas se anestesiaron 

por medio de una sobredosis de pentobarbital de sodio i.p., y se perfundieron 
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transcardialmente con 250 ml de solución salina (0.9%) seguido por 250 ml de 

una solución de paraformaldehído (4%) en amortiguador de fosfatos (PB 0.1 M, 

pH 7.4). Los cerebros se removieron y se colocaron durante 24 h en la solución 

de paraformaldehído. Posteriormente se transfirieron a gradientes de sacarosa 

(20 % 24 hrs y 30 % 48 hrs) y se obtuvieron secciones coronales de 40µm en un 

crióstato a –20°C. Las  secciones recolectadas se utilizaron para tinción de Nissl e 

inmunohistoquímica con los diferentes anticuerpos que se mencionan a 

continuación. 

 

VI.3.  Inmunohistoquímica  

 

Las rebanadas de 40µm se conservaron en PB (0.1M, pH 7.4), hasta el momento 

de ser procesadas. Primeramente se colocaron durante 30 min en una solución 

que contenía 0.25% tritón X-100 y 0.3% H2 O2 disueltos en amortiguador salino 

de fosfatos (PBS), con el objetivo de permeabilizar la membrana celular y 

bloquear peroxidasas endógenas. Posteriormente las rebanadas permanecieron 

toda la noche a 4°C, en una solución de bloqueo (albúmina 5% en PBS). 

Enseguida se incubaron con el anticuerpo primario diluido en solución de 

bloqueo, durante toda la noche a 4°C (ver Tabla 1 de anticuerpos utilizados). Al 

término de este tiempo las rebanadas se lavaron con PBS (3 veces, cada uno de 

5min) y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente 

(kit ABC, VECTOR), por espacio de 2 h a temperatura ambiente. Para continuar 
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se repitió el esquema de lavados ya mencionado y se incubaron con el reactivo 

avidina/biotina (AB) (kit ABC, VECTOR), por 1 h a temperatura ambiente. 

Finalmente, se lavaron (3 veces) y se adicionó 3,3´tetrahidrocloruro de 

diaminobenzidina como sustrato cromógeno para revelar la reacción (kit 

peroxidasa substrate, VECTOR). Los controles negativos consistieron en eliminar 

el anticuerpo primario del procedimiento. 

 

  

 
Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados para inmunohistoquímica 

 

         

Anticuerpo                         Dilución                          Marca                   

Monoclonales 

Anti-Ciclina D1   1:600                 Zymed Laboratories Inc   

Anti-Bax    1:600                             “ 

anti-CdK6    1:500           Santa Cruz Biotechnology, Inc 

anti-PCNA    1:600                             “ 

anti-CdK2    1:500                             “ 

anti-CdK5    1:500                              “ 

anti-Ciclina B   1:500                  Transduction laboratories  

PHF-1 (P-Ser396-404)  1:100                       Donado Dr. P. Davies                                  

Policlonal 

anti-PPA/4 (I-17)   1:400          Santa Cruz Biotechnology, Inc 
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VI.4.  Análisis histológico y cuantificación de células inmuno-positivas 

 

Por cada sujeto, una sección correspondiente al GD y otra correspondiente a la 

CE fue evaluada para  cada marcador. El conteo de células positivas se realizó 

tanto del lado ipsilateral a la lesión como del contralateral. En la sección 

correspondiente al GD, se seleccionaron dos campos de la lámina dorsal, dos 

campos de la lámina ventral y un campo de la capa polimórfica.; mientras que en 

la sección  perteneciente a la CE se seleccionaron dos campos. El número de 

células inmunopositivas fue contado en los campos definidos a una amplificación 

de 40X. Se evaluaron de 3 a 5 animales por cada marcador. 

 

VI.5.  Estadística 

 

Los resultados de la cuantificación de células positivas representan el promedio 

de 4-6 experimentos independientes ±  error estándar (ES). El conteo de células 

inmunopositivas en las diferentes regiones analizadas fue analizado con la 

prueba estadística ANOVA con comparaciones post-hoc de la prueba de 

Bonferroni/Dunn. 

 

VI.6.  Extracción de proteínas  y electroforesis 
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El hipocampo y la CE fueron homogenizados en un amortiguador para lisis 

compuesto por: tris-HCl 50mM pH 7.5, NaCl 150mM, NP-40 1%, DOC 0.5% 

0.5%, y mezcla de inhibidores de proteasas (completetm, Roche). Las muestras 

fueron centrifugadas a 14,0000 rev/min durante 60min a 4°C. El sobrenadante 

obtenido  se dializó con una membrana de corte entre 12 a 14KDa 

(SPECTRA/POR), durante 24h a 4°C. Se recolectaron las muestra dializadas y se 

cuantificó la concentración de proteína por el método de Lowry modificado. 

Posteriormente las muestras se almacenaron a 20°C hasta su uso. 

Para la detección de P35/p25 se utilizó un gel de SDS-poliacrilamida al 12%. Se 

cargaron 80µg de proteína total, por condición, disuelta en buffer de carga en 

condiciones reductoras  con 2-β-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.05% y 

SDS 10% (p/V). Las muestras se hirvieron durante 5min a 95oC. El gel se corrió 

a  25mA, en buffer de corrida (tris –base, tricina y SDS pH 8.3). 

 

VI.7.  Inmunotransferencia 

 

Las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa que se 

bloqueó con una solución de PBS-leche descremada al 5% durante 2h a 37°C. La 

membrana se incubó durante 48h con el anticuerpo policlonal p35 C-19 (1:300) 

(Santa Cruz Biotechnology,Inc) que reconoce el c-terminal de p35 y p25. 

Posteriormente se lavó con PBS 3 veces durante 5min. La membrana de 

nitrocelulosa fue incubada por 2h a 37°C, con IgG anti-conejo (1:1000) (vector, 
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Burlingame,CA). Para revelar la reacción antígeno-anticuerpo se utilizó el kit de 

ABC-biotina-avidina-peroxidasa (Vector, Burlingame,CA), utilizando como 

sustrato 3-3’-diaminobencidina disuelta en PBS con H2O2. Los controles negativos 

se realizaron al eliminar de la incubación el anticuerpo primario. Se utilizó α-

tubulina como un control de carga de proteínas. 
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VII.  RESULTADOS 

 

VII.1.   Efectos neurotóxicos del ácido kaínico 

 

Las ratas inyectadas con AK en el giro dentado mostraron cambios conductuales 

tales como: inmovilidad seguida de hiperactividad, temblores conocidos como 

“sacudidas de perro mojado” y en algunos casos convulsiones, las cuales se 

presentaron dentro de los primeros 60 min posteriores a la recuperación de la 

anestesia. 

La neurotoxicidad inducida por AK se evaluó a través del análisis de 

histología convencional de secciones coronales del cerebro de las ratas, 

correspondientes al GD y la CE teñidas con violeta de cresilo, las cuales fueron 

comparadas con las de sujetos control. Las áreas lesionadas se identificaron por 

la presencia de núcleos picnóticos, los cuales se observaron abundantemente en 

la capa granular del GD y en menor proporción en CA1, CA3 y en la CE. El 

análisis detallado de la lesión mostró que el área medial de la lámina superior del 

GD fue la más afectada, por lo que la descripción del curso temporal se enfocó 

en esta zona. En paralelo se analizó el patrón celular de la CE para detectar 

posibles efectos de la lesión sobre dicha región. Como se muestra en la Fig.4 

desde el primer tiempo de análisis histológico, es decir 24 h posterior a la lesión, 

se observó una gran cantidad de núcleos picnóticos en la capa granular del GD. 

La presencia de núcleos picnóticos fue disminuyendo a lo largo del tiempo 

resultando en un adelgazamiento evidente de la capa granular. Conjuntamente 
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dentro de la capa molecular adyacente al área de lesión se detectó una 

infiltración creciente de células pequeñas, cuyo máximo fue a los 15d, después 

de los cuales disminuyó. La estirpe celular se sugiere podría ser glial, de acuerdo 

con datos de inmunohistoquímica para la proteína fibrilar acídica glial (GFAP, Fig. 

5).   

De manera interesante, 30 días después de la lesión, la capa granular 

comienza a repoblarse, pues se observó un engrosamiento de la misma, y  áreas 

de lesión más pequeñas (Fig. 4). Además de los cambios en la lámina  granular, 

el hilus del GD sufrió un desarreglo estructural detectado a partir de los 7d 

después de la inyección con AK que persistió hasta el último tiempo estudiado 

(30 d).  

El análisis de las secciones de CE correspondientes a 1d posterior a la 

lesión, no mostró diferencias en el arreglo de las capas celulares con respecto a 

los controles. Luego de 7d posterior a la inyección, en la CE se detectó un 

desarreglo de las capas celulares acompañado de una invasión de células 

pequeñas que se incremento a lo largo del tiempo; al igual que las células 

infiltradas en la capa molecular su origen es glial (Fig. 5). En  la  CE  además  de  

los cambios anteriores, se observó picnosis celular y adelgazamiento progresivo 

del tejido. Todos los efectos del AK  se presentaron en el GD y la CE del 

hemisferio ipsilateral a la lesión, por su parte el arreglo celular del GD y la CE 

contralaterales  no se modificó con respecto a los  sujetos control.  
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La inmunotinción para GFAP mostró astrocitos positivos de forma estelar, 

con cuerpos celulares pequeños y finos procesos citoplásmicos en el GD y la CE 

de los sujetos control. Los animales tratados con AK presentaron un incremento 

en la marca de GFAP en el GD y la CE a lo largo del tiempo. El análisis a una  

mayor magnificación de estas células positivas a GFAP mostró un acentuado 

amplificación de estas células positivas a GFAP mostró un acentuado 

alargamiento de los cuerpos celulares y un engrosamiento de los procesos, 

características típicas de un fenotipo activado (Fig. 5). De acuerdo con el curso 

temporal, a los 30d se observó una reaparición de astrocitos estelares, así como 

una disminución de los astrocitos activados. 

 

VII.2.   Efectos de la lesión del giro dentado sobre la expresión de 

marcadores de ciclo celular en el hipocampo y la corteza entorrinal 

 

Con el propósito de evaluar el efecto de la lesión en el GD sobre la expresión de 

marcadores de ciclo celular en el GD y la CE, se realizó un estudio 

inmunohistoquímico  que reveló  cambios temporales  en los niveles de  ciclina D 

(Fig. 6) y cdk6 marcadores de fase G1 (Fig. 7); cdk2 (Fig. 8) y PCNA (Fig. 9) 

proteínas involucradas en la fase S y ciclina B (Fig. 10) regulador de la fase M. 
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En general, el GD de ratas controles presentó un número muy reducido de 

células ligeramente inmunoreactivas a los diferentes anticuerpos marcadores 

para proteínas de ciclo celular. Específicamente  en  la zona  subgranular  y en la 

capa polimórfica (CP) se contaron alrededor de 4 y 2 células positivas 

respectivamente. Cabe mencionar que la inmunoreactividad observada en el GD 

de estos animales controles reveló una marca positiva exclusivamente localizada 

en el citoplasma y en ningún caso se observó en el núcleo. No se encontraron 

diferencias significativas en los niveles de inmunoreactividad para ninguna de las 

Figura 5. Expresión de GFAP  en GD y CE posterior a la lesión
con AK. Inmunohistoquímica para GFAP en secciones coronales
del GD y CE obtenidas 7d posterior a la lesión. Control:
contralateral a la lesión. Escala: barra =100µm. 
 

CE

GD

control 7d
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proteínas estudiadas entre las ratas no inyectadas y las inyectadas con vehículo. 

Así mismo, la formación hipocampal del hemisferio contralateral a la lesión no 

mostró cambios significativos en la inmunotinción respecto a las ratas no 

inyectadas, por lo que se decidió considerarla como control para fines de 

compración (Fig. 6A y 7A).  

En síntesis, la inyección de AK indujo la expresión de los marcadores de 

ciclo celular en la CE, principalmente en la  lámina II aunque en menor grado en 

las láminas III y IV. Conjuntamente se detectó un incremento significativo en la 

cantidad de células positivas a dichos marcadores en la lámina dorsal (LD) y 

lámina ventral (LV) del GD. En el grupo lesionado el marcaje positivo además de  

localizarse en el citoplasma y procesos celulares, en algunos casos se observó  

aparentemente  en el núcleo. En las áreas de CA1 y CA3 también afectadas por 

la inyección de AK se observó marcaje positivo para las proteínas de ciclo celular, 

sin embargo, no fueron detalladas en el presente trabajo. 

 

VII.2.a.   Expresión de  ciclina D y cdk6  

 

Se observaron cambios temporales en la expresión de cdk6 y ciclina D 

después de la lesión del GD. Un día posterior a la lesión se presentó el mayor 

número de células positivas a ciclina D en la LV (66 ± 4.3), la LD (67 ± 7.1) del 

GD y en la CE (53 ± 8). A partir de los 7d posterior a la inyección de AK se hizo 

evidente una disminución en el nivel de expresión de ciclina D en el GD, la cual 



 45

se acentuó a los 30d, momento en el que alcanzó valores promedio de 15.6 ± 

0.3) células positivas en la LD y de 25.3 ± 3.7 en la LV, ambos estadísticamente 

diferentes respecto al valor de 1d (p<0.005). Aunque la disminución en el 

número de células inmunopositivas a ciclina D en la CE a lo largo del tiempo 

post-inyección de AK fue más lento, a los 30d después de la lesión llegó hasta un 

promedio de 18.3 ± 1.7, casi 3 veces menor y estadísticamente diferente al de 

1d (Fig. 6B).  

Por otro lado, los niveles más altos de cdk6 detectados, se presentaron 1d 

posterior a la lesión: específicamente el número de células positivas en la LD, la  

LV y la CE fue de 65.3 ± 5.5,  70 ± 11.5  y  60.3 ± 10.3, respectivamente (Fig. 

7B). Luego de 7d después de la inyección de AK  se observó una disminución de 

cdk6 en la LV y la LD del GD, la cual a partir de los 15d  es estadísticamente  

diferente respecto a  1d.  En la CE la cantidad de células positivas a cdk6 se 

redujo a los 7d posterior a la lesión, consecutivamente a los 15d se observó un 

incremento sin embargo este no fue estadísticamente significativo. Finalmente, a 

los 30d después de la lesión el promedio de células que expresaron cdk6 en la 

CE fue de 29.7 ± 1.9, lo que representa una disminución del 50% comparado 

con lo obtenido a 1d posterior a la lesión (Fig. 7B). La expresión de estas 

proteínas aumentó ligeramente respecto al control en la CP del GD, sin embargo, 

no se detectaron variaciones significativas en esta zona a los tiempos evaluados 

(Figs. 6B y 7B). 
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VII.2.b.   Expresión de cdk2 y PCNA 

El incremento en la expresión de cdk2 y PCNA posterior a la inyección de AK 

presentó diversos cambios en los tiempos evaluados (Figs. 8 y 9). Después de 1d 

de la lesión, se encontró en la LD la  mayor cantidad de células positivas a cdk2 

(63.4 ± 2.6), consecutivamente se detectó un decremento gradual que  a los 

30d llegó a un promedio  de 16.3 ± 0.3, casi 4 veces menor  que el 

correspondiente a 1d. Durante los primeros 15d después de la lesión el número 

de células positivas a cdk2 presentes en la LV y en la CE se mantuvo elevado, 

con ligeras modificaciones estadísticamente no significativas, sin embargo  fue 

hasta los 30d cuando  disminuyó a un 50% respecto al promedio obtenido a 1d 

(Fig.8B). De manera similar a los marcadores primeramente descritos, el mayor 

número de células positivas a PCNA en la LD (68.4±4.9), la LV (63.6±6.8) y la CE 

(59.2±6.9) se presentó 1d después de la inyección de AK. La LD y la LV 

mostraron cursos temporales similares. A partir  de los 7d después de la lesión 

ocurrió una disminución progresiva en la expresión de PCNA en la LD y la LV,  

que a los 30d alcanzó promedios de 15.6±2.9 y 16.6±3.8, respectivamente, 

ambos estadísticamente diferentes del correspondiente a 1d (p<0.005). La 

expresión de PCNA en la CE mostró un decremento significativo a partir de los 

15d posterior a la lesión (p<0.005), sin embargo, este no llegó a ser de un 50%, 

como en el caso de cdk2 (Fig 9B). A pesar de que la expresión de Cdk2 y PCNA 

en la CE se incrementó sutilmente luego de la lesión, ésta permaneció casi 

constante a lo largo del tiempo en el que se realizó el análisis (Fig. 8B y 9B). 
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VII.2.c.   Expresión de ciclina B 

 
La expresión de ciclina B inducida por la lesión en el GD en las regiones 

estudiadas también presentó cambios a lo largo del tiempo valorado (Fig. 10). A 

1d posterior a la lesión, se detectó la mayor cantidad de células positivas a 

Ciclina B en la  LD (61.8±4.2) y en  la LV (53.6±4.0). Posteriormente en estás 

áreas ocurrió un  decremento en las células positivas a ciclina B, el cual fue 

significativo a partir de los 7d en la LD (p<0.005) y luego de 15d en la LV 

(p<0.05). A 30d después de la lesión el número de células que expresaban ciclina 

B en la LD fue 4 veces menor y en la LV solo 2 veces menor, ambos comparados 

con el valor obtenido 1d posterior a la lesión (Fig. 10B). A 1d después de la 

lesión en la  CE  se obtuvo un promedio de células positivas a ciclina B de 

53.6±3.6, sin embargo, este disminuyó significativamente a los 7d (p<0.05). 

Posteriormente  se presentó un incremento significativo que alcanzó un valor 

similar al promedio correspondiente a 1d. Finalmente a los 30d la cantidad de 

células positivas a ciclina B  se redujo casi 50%  respecto a 1d (Fig.10B). La 

expresión de ciclina B en la CP de la lesión se incrementó sutilmente luego de la 

inyección de AK, sin embargo esta se mantuvo a lo largo del tiempo en el que se 

realizó el análisis. 
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VII.3. Expresión de proteínas implicadas en la enfermedad de 

Alzheimer 

Considerando el planteamiento acerca de que en la EA la reentrada a ciclo 

celular de neuronas postmitóticas es un evento que acompaña a la fosforilación 

de tau, la acumulación de proteína βA y/o a la muerte celular de tipo apoptótico   

(Nagy, 2000), nosotros supusimos que en nuestro modelo la reexpresión de 

marcadores de ciclo celular podría acompañarse de eventos similares. Para 

explorar  lo anterior, se realizó inmunohistoquímica en secciones de cerebro de 

ratas lesionas y ratas control con anticuerpos para proteínas que se han 

implicado en la muerte apoptótica como Bax (Fig.11) y en la EA como tau 

fosforilada (PHF-1) (Fig.12) y PPA (Fig.13).  

 

VII.3.a.   Expresión de Bax  

 
La lesión del GD indujo la expresión de la proteína pro-apoptótica Bax en células 

del GD y la CE. La marca positiva a Bax se localizó principalmente en el soma, 

aunque también se  presentó en procesos celulares (Fig. 11A). En el GD y  la CE 

control no se observó inmunoreactividad  positiva a Bax.  La mayor expresión de 

Bax  en la LD y la CE se presentó 1d posterior a la lesión, teniendo como 

promedio de células positivas 49.3±3.8 y de 59.3±2.4, respectivamente. Luego 

de 7d de la lesión  las células positivas a Bax disminuyeron significativamente 

(p<0.005). 30d posterior a la lesión el promedio de células positivas a Bax en la 

LD (14.6±4.1) y la CE (14.3±2.3) llegó a ser entre 3 y 4 veces menor comparado 
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con el obtenido a 1d posterior a la lesión. La expresión de Bax posterior a la 

lesión detectada en la LV se mantuvo a lo largo del tiempo, a los 7d se detectó 

un incremento, sin embargo, no fue significativo. De igual forma en la CP, el 

ligero incremento en la expresión de Bax posterior a la lesión no presentó 

cambios significativos durante el periodo en el que se realizó el análisis (Fig.11B) 

 

VII.3.b.   Expresión de PHF-1 

Para evaluar en este modelo la inducción de marcadores de la EA, se analizó la 

inmunorreactividad para la proteína tau fosforilada y para la PPA, tanto alrededor 

del sitio de lesión como en la CE. La presencia de tau fosforilada en residuos que 

aparecen en la EA se analizó por medio de la inmunoreactividad para PHF-1, 

anticuerpo que reconoce los residuos fosforilados de Ser-P-396/404. Las 

secciones cerebrales de animales controles teñidas con PHF-1 mostraron una 

distribución de tinción en el hipocampo, preferentemente restringido al neuropilo 

y no en cuerpos neuronales. Las fibras inmunopositivas a PHF-1 fueron evidentes 

en el estratum oriens de la región CA3 y en la capa polimórfica del hilus. No se 

observó inmunoreactividad específica para PHF-1 en la CE de ratas control  ni en 

las inyectadas con vehículo. En el GD 24h después de la inyección con AK,  la  

inmunoreactividad para PHF-1 fue más intensa e incluyó cuerpos neuronales 

(Fig. 12A). El mayor número de neuronas positivas a PHF-1 en la LD se presentó 

1d después de la lesión (45.8±3.2). El análisis posterior indicó que a partir de los 

7d la cantidad de células positivas se redujo significativamente (p<0.005) 
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respecto a 1d. Finalmente a los 30d el  promedio de células positivas fue de 16.5 

±1.4, lo que representa una disminución del 50% en comparación a 1d. El 

promedio de células positivas a PHF-1 en la LV y la CP 1d después de la  lesión 

fue de 35.2±3.3 y 10.2±1.9 respectivamente. Posterior a este tiempo no se 

detectaron cambios significativos en el número de células positivas presentes en 

estas áreas. En la CE la cantidad de células positivas a PHF-1 posterior a la lesión  

se incremento con el paso del tiempo,  alcanzando a los 15d su mayor valor 

(35.5 ± 2.5). Finalmente a los 30d el número de células positivas en la CE 

disminuyó hasta valores similares a los obtenidos 1d después de la lesión 

(Fig.12B). 

 
VII.3.c.   Expresión de PPA 

 
La presencia de células positivas a PPA en el GD y la CE solo se detectó en los 

tejidos pertenecientes a ratas lesionadas en el GD. El marcaje positivo, además 

de ocupar el soma, incluyó algunos procesos celulares (Fig.13A). Un día posterior 

a la lesión se observaron escasas células positivas en algunos tejidos analizados, 

sin embargo,  a los 7d después de la lesión se encontraron de forma regular en 

todas las regiones analizadas, particularmente en la CE donde aumentaron 

rápidamente. La mayor cantidad de células positivas observada en  LD (22±1.7), 

LV (31.3±2.8), CP (15.3±2.7) y CE (36.6±0.8) se detectó 7d después de la 

lesión. Por último, a 30d de la lesión con AK, las células positivas en la CE se 

redujeron significativamente (p<0.05), mientras que en las áreas restantes solo 

tendieron a disminuir (Fig.13B) 
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VII.4.   Expresión de cdk5 y p35/p25 

Varios estudios han demostrado diversas funciones de la proteína cinasa cdk5 y 

su activador p35 en neuronas. El complejo cdk5/p25 es capaz de fosforilar tau, 

alterar el citoesqueleto y promover la muerte neuronal. En este sentido 

evaluamos la presencia de cdk5 por inmunohistoquímica en el hipocampo y la CE 

y la expresión del complejo p35/25 por inmunotransferencia. 

En el GD inyectado con vehículo y en el contralateral a la lesión se 

observaron varias células positivas a cdk5 en la LD, la LV y la CP (Fig.14A). La 

marca positiva se localizó en el citoplasma y en los procesos neuronales, 

aparentemente no se observó en el núcleo. En la CE se detectaron células 

positivas a cdk5 solo después de la lesión del GD (Fig. 14A). El análisis del curso 

temporal de la expresión de esta proteína cinasa indicó que a 1d después de la 

inyección de AK aparece la mayor cantidad de células positivas en la LD 

(56.2±1.9) y en la LV (49.7±3.5). Luego de 7d posteriores a la lesión, la 

expresión disminuyó significativamente en la LD y la LV. Esta disminución se 

acentuó a los 30d alcanzando promedios de 15.2±1.7 y 16.7±1.4 el número de 

células positivas respectivamente es decir, casi tres veces menor que el  

correspondiente a 1d. La expresión de cdk5 en la CE se modificó constantemente 

durante el tiempo del estudio: 1d después de la lesión el promedio de células 

positivas fue de 55.2±3.6, y disminuyó significativamente a los 7d (Fig. 14B). 

Posteriormente, a los 15d de la lesión, la expresión de cdk5 se restauró hasta un  
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nivel  semejante  al  de  1d,  sin  embargo,  este  incremento  fue seguido de 

una disminución de alrededor del  50% en las células positivas a cdk5 (26.7±1.5) 

a los 30d (Fig.14B). 

El análisis por inmunotransferencia el complejo activador de cdk5, p35/25 

mostró cambios a lo largo del tiempo de post-inyección. En el hipocampo 

inyectado la aparición de la banda que corresponde a p25 y la disminución de la 

banda de p35, se observa a tiempos tan tempranos como 24h después de la 

lesión. La aparición del fragmento p25 permanece elevado a los 7 y 15 d y 

disminuye a los 30 d post-inyección (Fig 15A). En la CE la aparición de la banda 

de p25 se inicia a las 24h después de la inyección y posteriormente se mantiene 

elevado lo que coincide con el incremento en los niveles de tau fosforilada. A los 

30 días empieza a disminuir y alcanza valores semejantes al lado no inyectado 

(Fig. 15B). 

Figura 15. Western-blot representativo del curso temporal de la 
expresión de p35/ p25 en H (A) y CE (B) posterior a la lesión en
GD con AK.  (+) Ipsilateral a la lesión y (–) Contralateral a la 
lesión (n = 2).
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Figura 15. Western-blot representativo del curso temporal de la 
expresión de p35/ p25 en H (A) y CE (B) posterior a la lesión en
GD con AK.  (+) Ipsilateral a la lesión y (–) Contralateral a la 
lesión (n = 2).
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VIII. DISCUSIÓN 

 

En el presente trabajo analizamos la expresión de proteínas de ciclo celular en la 

neurodegeneración evocada por estrés excitotóxico en el GD, así como el papel 

de la integridad de un circuito neuronal (CE-GD) en la expresión de algunos 

reguladores del ciclo celular y en la aparición de proteínas alteradas en la EA.   

Varios estudios recientes han sugerido que las neuronas postmitóticas 

pueden reentrar al ciclo celular previamente a la apoptosis después de un daño 

neuronal (al-Ubalbi, 1992; Feddersen, 1992) y que en la EA esta reexpresión es 

un evento frecuente en regiones altamente vulnerables como el hipocampo y la 

neocorteza cerebral (Vincent, 1997; Nagy, 1997; Busser, 1998; Yang, 2003).  

Sin embargo, la pregunta acerca de qué señales mitóticas aberrantes 

pueden ser las responsables de iniciar y propagar el daño en la EA, todavía no ha 

podido responderse. Una posibilidad es que la desconexión de áreas 

sinápticamente acopladas, ocasionada por algún tipo de daño: excitotóxico, 

metabólico, traumático, etc, origine pérdida del control de la diferenciación, que 

a su vez sirva como un estímulo para la propagación de señales de muerte 

celular o la aparición de marcadores típicos de la EA.  

Para probar esta hipótesis en el presente trabajo estudiamos el patrón 

espacio/temporal de la aparición de diferentes proteínas involucradas en el 

control del ciclo celular y la concomitante aparición de proteínas involucradas en 

la EA: epítopes fosforilados en tau e incrementos en la producción de PPA. La 
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aparición de estos marcadores se estudió precisamente en dos de las áreas 

inicialmente dañadas en la EA: la CE y el hipocampo (Hyman, 1984; Braak, 1997; 

Van Hoesen, 1991).  

En el presente modelo nosotros encontramos la expresión temprana y casi 

simultánea de 2 proteínas de ciclo celular de fase G1: ciclina D1 y cdk6. Estas dos 

proteínas se expresaron casi con la misma magnitud y al mismo tiempo tanto en 

el área lesionada (GD) como en área que proyecta ella (CE). Al tiempo que la 

lesión progresa, la cantidad de células positivas a estos dos marcadores decae 

significativamente. 

En neuronas la reentrada al ciclo celular es seguida por la activación de 

mecanismos de control  en  la transición G1/S que intentan detener la progresión 

del ciclo. Bajo condiciones adecuadas, la interrupción en G1 puede conducir a la 

re-diferenciación sin consecuencias o alternativamente a la muerte celular de 

tipo apoptótico. En nuestro modelo la expresión de Bax, una proteína pro-

apoptótica ocurrió tanto en GD como en la CE desde tiempos tempranos (24h) y 

permaneció elevada hasta 15 días después de la lesión, particularmente en la CE. 

Estos resultados sugieren que parte de las células que expresaron marcadores de 

G1 posiblemente activaron mecanismos de muerte apoptótica en las primeras 24 

horas. Sin embargo, es posible que después del daño por AK  un número 

considerable de neuronas presenten fallas en el mecanismo regulador G1/S ya 

que, a todos los tiempos estudiados, varias células de GD y CE que no mueren 

tempranamente, aparentemente continúan su progresión a lo largo del ciclo 
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celular llegando a expresar marcadores de fase S: PCNA y cdk2. En apoyo a lo 

anterior se observó el efecto tardío en la expresión de estos marcadores, 

particularmente de cdk2 en la zona interconectada con el sitio del daño primario, 

la CE. 

Un número considerable de células tanto en GD como en CE  expresó un 

marcador de G2, la ciclina B, sugiriendo su progresión en el ciclo celular. De 

manera interesante, la expresión en altos niveles de este marcador persistió en 

la CE hasta los 15d, tiempo en que ocurre la expresión más abundante de 

marcadores de la EA. Ha sido propuesto que en neuronas, al ser incompatibles 

con la mitosis, la progresión del ciclo celular conduce a su interrupción del ciclo 

celular en fase G2, el cual a su vez, lleva a las neuronas a dos alternativas: o 

mueren por un mecanismo de muerte programada tipo apoptótica (Busser, 

1998) o sobreviven y producen una patología de tipo Alzheimer (Nagy, 1997). 

En este estudio nosotros encontramos la aparición a todos los tiempos 

estudiados de inmunoreactividad para PHF1 y PPA. De manera interesante la 

aparición de estos marcadores fue mucho más intensa en la CE hacia los 15d 

post-lesión lo que sugiere que la aparición de estos marcadores se asocia a la 

activación previa de algunas de las cinasas involucradas en ciclo celular. En este 

sentido se ha reportado que la fosforilación dependiente de G2 de la PPA conduce 

a cambios en el procesamiento de esta proteína, resultando en la producción 

predominante de fragmentos amiloidogénicos. Por otro lado, se ha descrito que 

en etapa G2 existe una preparación de la célula para la mitosis lo que involucra la 
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activación de varias proteínas cinasas, la inactivación de proteína fosfatasas y la 

desasestabilización del citoesqueleto. En las neuronas maduras que reentran al 

ciclo celular es posible que al llegar a etapa G2 se desestabilicen los 

microtúbulos, aumente la poza de proteína tau libre que la haga más susceptible 

de fosforilación. Nuestros resultados muestran la aparición de fosfoepítopos de 

tau (Ser 396/404) que aparecen tanto en neuronas del hipocampo dañado como 

en el área interconectada, la CE, de manera progresiva en el tiempo, iniciándose 

a los 24 h y alcanzando el mayor número de neuronas postivas a los 15 días. 

Recientemente, Mudher (2001) observó tau fosforilada reactiva a AT8 luego de 

lesionar la CE de rata. En conjunto los datos anteriores sugieren que la pérdida 

de conexiones entre la CE y el hipocampo observada en etapas tempranas de la 

EA puede promover la fosforilación de tau. 

El epítope reconocido por PHF1 es el principal sitio de fosforilación en tau  

por la cinasa cdk5 (Baumann, 1993; Flaherty, 2000). Esta cinasa se activa vía 

p35, el cual en algunas condiciones patológicas tiende a proteolizarse en p25 

(Patrick, 1999; Bu, 2002). En el presente trabajo demostramos que además de 

encontrase un incremento en la inmunorreactividad para cdk5 que precede en 

intensidad a la aparición de PHF1-tau, tanto en GD como en CE, este incremento 

coincide con la presencia en altos niveles de su activador p35/25 en ambas áreas 

cerebrales.  En cerebros de pacientes con EA se ha descrito la acumulación de 

p25, la cual correlaciona de manera similar con lo reportado en este trabajo, con 

una aumento en la presencia de cdk5 y con un aumento en la fosforilación de 
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tau en el sitio de inmunoreactividad a PHF-1 (Patrick, 1999).  

Por otro lado, se ha reportado que el AK induce muerte apoptótica en  

neuronas vulnerables, a través de mecanismos relacionados con la reentrada 

patológica al ciclo celular. Específicamente se ha reportado que la administración 

sistémica de AK  induce la expresión en altos niveles de ciclina D y de cdk4 en la 

corteza piriforme, amígdala e hipocampo. El uso de oligonucleotidos antisentido 

de estas proteínas  suprime la muerte de células neuronales inducida por AK 

(Park, 2000; Ino, 2001). Nosotros, además de detectar la expresión de estos 

reguladores de fase G1 en el GD posterior a la inyección de AK, observamos 

marcadores de fases posteriores del ciclo celular (cdk2, PCNA, ciclina B) 

sugiriendo su participación en la neurodegeneración inducida por AK. Asimismo 

reportamos la aparición de tau fosforilada y PPA en el GD ipsilateral a la lesión 

con AK, esta última coincide con la previa descripción de un aumento en la 

inmunoreactividad a PPA glial en la corteza cerebral de rata posterior a un 

tratamiento sistémico con AK (Shoham, 1997). Aunque en nuestro modelo el tipo 

de células que expresan a la PPA no fue determinado con exactitud, una 

cantidad considerable de células positivas a esta proteína presentaron un 

fenotipo de células gliales. Por otro lado,  nosotros observamos en extractos de 

hipocampo un incremento en la formación de p25 posterior a la inyección con 

AK. En este sentido se ha descrito que agonistas glutamatérgicos entre ellos el 

AK inducen la proteólisis de p35 a través de la activación Ca2+-dependiente de 

calpaína, en cultivos primarios de neuronas hipocampales de rata (Kerokoski, 
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2004).  

Los datos obtenidos en este trabajo referente a los efectos en GD de la 

inyección de AK, apoyan y complementan descripciones previas relacionadas a la 

neurodegeneración evocada por AK. Por su parte, las observaciones 

correspondientes a la CE probablemente se derivan de la pérdida de conectividad 

con el GD, no así de la acción directa del  AK.  

Si bien el curso temporal utilizado en este estudio permitió detectar el 

incremento en la expresión de los marcadores de interés, se concentró 

principalmente en su  etapa final (excepto PPA). Para conocer la dinámica inicial 

de dicho  aumento  se requiere de un análisis a tiempos más cortos, es decir 

anterior a  las primeras 24 hrs. 

La presencia de células positivas a marcadores de ciclo celular en regiones 

interconectadas (CE-GD) posterior a una lesión excitotóxica del GD sugiere que 

la desaferentación de un circuito neuronal es un estímulo que induce en algunas 

neuronas la rentrada al ciclo celular. En este sentido, aunque la mayoría de las 

células positivas a estos marcadores exhibieron un fenotipo neuronal, es 

necesario aclarar su estirpe celular y averiguar si aquellas células que expresan 

los marcadores de ciclo celular igualmente presentan proteínas alteradas 

características de la EA. Cabe mencionar que la sobreregulación de proteínas 

relacionadas con el ciclo celular observada en este trabajo, no es directamente 

conclusiva de reactivación del ciclo celular, este punto requeriría de un análisis 

más detallado de las vías activadas por estos reguladores. De hecho ha sido 
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sugerido que varias de las moléculas relacionadas con la progresión en el ciclo de 

división celular pueden desempeñar algunas otras funciones todavía no bien 

descritas. 

Nuestro modelo se sustenta en la pérdida de conectividad dentro del 

circuito CE-GD, como una de las posibles causas que llevan a la reactivación del 

ciclo celular y la consecuente relación con el desarrollo de una patología tipo 

Alzheimer. Si bien, de manera general los datos de este modelo in vivo 

correlacionan con observaciones anteriores obtenidas del análisis post-morten de 

cerebros de pacientes con EA y modelos in vitro, es indispensable realizar 

análisis más detallados que contribuyan a la comprensión de parte de la 

cascada patogénica de la EA. 
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IX. CONCLUSIONES GENERALES 
 

 
� La inyección de AK además de generar muerte neuronal en el GD, de 

manera tardía conduce a un desarreglo celular de las láminas de la CE 

acompañado de la aparición de núcleos picnóticos. 

� La lesión del GD indujo la expresión de diversos marcadores de ciclo 

celular (ciclina D, cdk6, cdk2, PCNA y ciclina B) y de proteínas asociadas a 

la EA (tau fosforilada y PPA) en regiones interconectadas del circuito CE-

GD. 

� La mayor expresión de tau fosforilada y PPA en la zona interconectada 

con el sitio del daño primario, la CE, es precedida por la aparición de 

proteínas implicadas en el ciclo celular. 

� La fosforilación de tau observada en este trabajo se asocia con un  

incremento en la formación de p25, conjuntamente a una mayor 

inmunoreactividad para la cinasa cdk5. 

� De manera general, la pérdida de conectividad entre dos regiones 

conectadas sinápticamente parece ser capaz de inducir la expresión de 

reguladores del ciclo celular y aumentar los niveles de tau fosforilada y 

PPA. 
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