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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo que se caracteriza por
pérdida de la memoria y por presentar en el enfermo sintomas neuropsiquiatricos y
conductuales, los cuales se le han atribuido a la sobreproduccion del péptido B-amiloide
formando las placas amiloideas en las neuronas y también por la hiperfosforilacion de la
proteina tau, formando las redes neurofibrilares. Se han disefiado diferentes modelos
animales que intentan reproducir las caracteristicas patoldgicas para el estudio de esta
enfermedad. Un modelo que se genero recientemente es el raton triple transgénico para
la Enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD), el cual es un "knock-in" para las tres proteinas
implicadas en la EA, PS1M146V, APPSwe y tauP3001, disefiado por Oddo et al.
(2003). Se ha propuesto como un sintoma temprano de esta enfermedad la disminucién
olfatoria de los pacientes. Las alteraciones en el olfato pueden producir pérdida del
apetito, lo cual se acompafian con pérdida de peso y un estado nutricional pobre. El
objetivo de este estudio fue determinar si el 3xTg-AD presenta alteraciones en la
percepcion de olores sexuales y de olores volatiles de alimentos. Los ratones que se
utilizaron en este experimento fueron hembras 3xTg-AD Yy silvestres (129/C57BL/6) las
cuales fueron divididas en tres grupos de diferentes edades: Grupo 1) 4-5 meses;
Grupo 2) 10-11 meses y Grupo 3) 16-18 meses. Seis animales por grupo fueron
utilizados en tres pruebas: 1) motivacion sexual incentiva., 2) preferencia sexual (orina)
y 3) discriminacion de olores voléatiles de alimentos (fresa y canela). Los resultados
sugieren un deterioro olfatorio en hembras de 10-11 meses porque no son capaces de
discriminar olores de fresa y canela. Y por otro lado, un deterioro en su motivacion
sexual a partir de los 4-5 meses de edad y una deficiencia en su preferencia sexual a

partir de los 10-11 meses al no discriminar olores sexualmente relevantes.




ABSTRACT

Alzheimer is a neurodegenerative disease, characterized by memory loss and
neuropsychiatric or behavioral symptoms, due to the over neuronal exposition of the
amyloid beta peptide forming amyloid plagues, and the hyper-phosphorylated tau this
gives as a result neurofibrillary tangles. There have been developed several models to
attempt replicate this disease. Such is the case of Alzheimer’s Disease (AD) Triple
Transgenic Model (3xTg-AD, which is "knock-in" to PS1M146V APPSwe and
tauP3001), designed by Oddo et al. (2003). A decrement in the olfactory capacity during
the beginning of AD has been proposed as an early symptom of this disease.
Alterations in olfaction can induce loss of appetite, which leads to loss of weight and to
a poor nutritional state. The aim of this study was to determine if 3xTg-AD mice have
early alterations in the perception of sexually relevant and volatile odorants. Female
mice (3xTg-AD and wild type, 129/C57BL/6) were divided into three groups of different
ages: Group 1) 4-5 months; Group 2) 10-11 months and Group 3) 16-17 months. Six
animals per group were tested in three tasks: 1) discrimination of volatile odorants
(strawberries and cinnamon); 2) sexual preference (male urine) and 3) sexual
motivation (approach behavior to sexual male stimuli). Our results suggest an olfactory
deficit in females mice of 10-11 months-of-age because they were not able to
discriminated between strawberries and cinnamon. On the other hand, an olfactory
deficit in females mice of 10-11 months-of-age because they were not able to

discriminated sexually relevant odorants.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa principal de demencia en adultos
mayores que es caracterizada por un decremento cognitivo, pérdida de la memoria y
por sintomas neuropsiquiatricos o de conducta (Piacentini et al., 2008). Actualmente,
esta neuropatologia afecta alrededor de 20 millones de personas y se estima que esta
cifra se podria duplicar en el afio 2020 o incluso aumentar a 80 millones en el 2040
debido al crecimiento en la expectativa de vida (Ferri et al., 2005). La EA se caracteriza
por la formacion de placas seniles constituidas por agregados del péptido B-amiloide
(AB), por las redes neurofibrilares de la proteina tau hiperfosforilada, por degeneracion
neuronal, por pérdida de sinapsis y por gliosis reactiva, que se correlacionan con un
deterioro cognitivo y la pérdida de la memoria (Rogawski et al., 2003; Bojarzki et al.,
2007). El grupo del Dr. La Ferla en California, desarrolld6 el modelo triple transgénico
para la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD), el cual es “knock-in” para las tres
proteinas precursoras de la enfermedad (PS1lmissv APPswe Y taupspo1), Siendo este el
modelo mas reciente para el estudio del desarrollo de las placas amiloides y de la
hiperfosforilacion de la tau en las regiones cerebrales (hipocampo y la corteza frontal,
entre otras) en donde se integran las funciones cognitivas tanto de roedores como en
humanos (Oddo et al., 2003). Un sintoma temprano que se presenta en humanos que
desarrollan esta enfermedad es la pérdida gradual de la olfaccion a medida que avanza
la patologia, y dado que hasta ahora no se cuenta con un diagnéstico eficaz para
detectar la EA en su etapa temprana, se ha propuesto el desarrollo de diferentes
pruebas olfatorias acompafiadas de distintas evaluaciones cognitivas que intentan
integrar un diagndstico clinico y con ello, establecer un posible tratamiento que ayude a
retardar la progresion de la enfermedad (Wesson y Wilson, 2010). Por otro lado, en la
literatura s6lo se cuenta con un reporte de Cassano et al., 2011, el cual hace una
evaluacion de la conducta olfatoria de olores volatiles a los 18 meses de edad en el
3xTg-AD. Sin embargo, el presente trabajo es el primero en hacer una evaluacién
cronoldgica en ratones hembras 3XxTgAD de la conducta olfatoria para los olores de

relevancia sexual y para olores volatiles relacionados a alimentos. Lo anterior con la



finalidad de validar el modelo experimental en esta funcion olfatoria y con ello, validar

gue se asemeje esta conducta a la deficiencia olfatoria en humanos.

2. ANTECEDENTES

2.1 Enfoque histoérico de la enfermedad de Alzheimer (EA)

El primer caso reportado de la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el de Auguste D., una
mujer de 51 afios que fue internada en el Hospital de Frankfurt, Alemania en Noviembre
de 1901, presentando un cuadro clinico caracterizado por celos exagerados a su
marido, un impedimento cognitivo progresivo, alucinaciones, delirios, y un deterioro en
el comportamiento social y agresividad que padeciéo durante 5 afios. Después del
fallecimiento de Auguste el 8 de Abril de 1906, a la edad de 56 afos, el Dr. Aloysius
“Alois” Alzheimer describid dos caracteristicas distintivas en el cerebro de esta paciente,
las cuales fueron consideradas como un diagnéstico definitivo de la enfermedad:
presencia de placas amiloideas y maranas neurofibrilares (Wolfe, 2002), junto con
ciertos cambios arterioescleréticos (pérdida de elasticidad de las arteria) (Ferri et al.,

2005), asociados a la pérdida neuronal y gliosis reactiva (He et al., 2010).

Fue el 03 de Noviembre de 1906, en la trigésima séptima Conferencia de la
Sociedad de Psiquiatras del Sudoeste de Alemania en Tibingen, donde el Dr.
Alzheimer dio a conocer a la comunidad cientifica las caracteristicas clinicas y
neuropatolégicas de la enfermedad, que posteriormente adoptaria su nombre cuando
Emil Kraeplin mencionara por primera vez “Enfermedad de Alzheimer” para referirse a
esta patologia de tipo senil (Goedert y Spillantini, 2006). (Ver figura 1). Aunque no fue el
primero en describirla, antes Oscar Fisher, Francesco Bonfiglio y Graetano Perusinia,

citado por Ciprian et al., 2011.



Dr. Emil Kraepelin Dr. Alois Alzheimer

Figura 1. A la izquierda se muestra la fotografia del Dr. Emil Kraeplin quien fuera el primer médico de
cabecera de la enferma Augusta Deter, y a la derecha se muestra el retrato del Dr. Alois Alzheimer quien
fue el primero en caracterizar la enfermedad demencial que afios después llevaria su nombre.
Fotografias tomadas de www.psicomundo.org (izquierda) y de www.alzheimer-europe.org (derecha).

2.2 Generalidades de la EA

La EA esta considerada como la causa principal de demencia en adultos mayores de
edad, y se puede definir como un padecimiento neurodegenerativo del sistema nervioso
central caracterizado por un deterioro progresivo de las funciones cerebrales
superiores. El término demencia deriva del latin “demens, dementatus” que significa sin
mente. La demencia es definida por la Organizacion Mundial de la Salud como: un
sindrome debido a una enfermedad del cerebro, generalmente de naturaleza crénica o
progresiva, en la que se alteran varias funciones corticales superiores que repercuten

en la actividad cotidiana del enfermo.?

Una conciencia notable del impacto social en la EA, ha dado como resultado
esfuerzos grandes en la investigacion con el fin de determinar su nosologia, sin
embargo, la causa de esta enfermedad aun falta por ser esclarecida. La EA, por su alta
incidencia poblacional, adquiere gran importancia, debido a las implicaciones que
pueden repercutir en el ambito social, politico y econémico, que se acompaia del

impacto psicoldgico fuerte en los familiares de quien la padece (Girones et al., 2002).

! http://www.fundacionalzheimeresp.org


http://www.alzheimer-europe.org/

Se estima que el nimero de personas que actualmente sufren la EA son
aproximadamente 24 millones en todo el mundo, lo cual podria duplicarse a 42 millones
en el 2020, y hasta 81 millones en el 2040, asumiendo que no haya cambios en la
mortalidad, y de no contar con una estrategia efectiva de prevencion o tratamiento
curativo. Los seis paises que presentaron el nUmero mas grande de personas con EA
en el 2001 fueron: China (5 millones), la Union Europea (5 millones), los Estados
Unidos de América (2.9 millones), Japon (1.1 millones), Rusia (1.1 millones) e India (1
millon) (Ferri et al., 2005). En lo que respecta a México, son mas de 350,000 personas
las que son afectadas por la EA, y mueren por ella anualmente 2,030 pacientes
(www.innn.salud.gob.mx). Es preocupante que el 60.1% del total de los enfermos con
demencia habiten en paises en vias de desarrollo, ya que se prevé que la cifra
aumentara a 64.5% en 2020 y a 71.2% en 2040 (Ferri et al., 2005).

La prevalencia de la EA en diferentes grupos de edad son: 2.5% (65-74 afos),
4% (75-79 afos), 11% (80-84 afos) y 24% (85-94). La EA es la cuarta causa de muerte
en paises industrializados, por debajo de las enfermedades cardiacas, el cancer y
traumatismos cerebrovasculares (Nussbaum y Ellis, 2003). La EA afecta a individuos de
todas las razas y grupos étnicos, y es ligeramente mas frecuente en mujeres de edad

avanzada que en hombres (Aguzzi y O’Connor, 2010).

La mayoria de los casos de EA son esporadicos y afecta en gran parte a
personas mayores de 65 afios, sin embargo, aproximadamente el 5% del total de los
pacientes, presenta un patrén de herencia dominante (Enfermedad de Alzheimer
Familiar). Los genes que hoy dia se conoce que son alterados y que se asocian a las
formas familiares de inicio precoz son: el gen de la proteina precursora amiloide (APP)
localizado en el cromosoma 21, el gen de la presenilina 1 (PS1) localizado en el
cromosoma 14 y el gen de la presenilina 2 (PS2) localizado en el cromosoma 1
(Girones et al., 2002, Walsh y Selkoe, 2007). Esta ultima también llamada EA presenil o
temprana comienza antes de los 65 afios de edad y se han identificado genes
diferentes cuyas mutaciones ocasionan la acumulacion del péptido B-amiloide (AB), y
dicha agregacién en el cerebro juega un papel importante en esta enfermedad (Kriger

et al., 2011). Se ha descrito la susceptibilidad genética ligada a la apolipoproteina E, la



cual tiene tres alelos que codifican para tres isoformas diferentes de apolipoproteina E
(E2, E3 y E4). Los individuos que producen la isoforma E4 tienen mayor riesgo de
padecer la EA ( Palop et al., 2006, Acosta-Baena et al., 2011).

Sin embargo la manifestacion mayor de la enfermedad es considerada
actualmente la de tipo esporadico por los factores de riesgo que la propician, los cuales
pueden estar ligados al comportamiento humano desde los habitos en la dieta hasta la
contaminacion de tipo ambiental. Asi los estudios epidemiologicos sugieren que
personas con bajos niveles de educacion, con un historial de trauma cerebral, con un
consumo alto de calorias, o un estilo de vida sedentaria, son las que tienen el mayor

riesgo de presentar la EA (Mayeux, 2003, Mattson, 2004).

Sin importar cual factor sea el responsable del desarrollo de la enfermedad, sea
hereditario o espontaneo, los sintomas que presenta el paciente son los mismos, y por
ello se han generado diversos diagnosticos que se basan en distintos criterios (Bilbul y
Schipper, 2011).

2.3 Alteraciones microscépicas

Con respecto a las alteraciones microscépicas que se presentan, la EA se puede definir
como un desorden neurodegenerativo caracterizado de manera patologica por una
degeneracion progresiva y por el depésito de agregados del péptido beta de AP
conocidos como placas seniles (Plant et al., 2003, Mattson, 2004). Se ha reportado que
la acumulacién de AP forma agregados que desencadenan cascadas patogénicas,
caracterizadas por estrés oxidativo, inflamacién y neurotoxicidad, que culminan con la
pérdida neuronal y deterioro del sistema de neurotransmisores que provocan la
demencia (Naslund et al., 2000, Bar-Am et al., 2005). Los depoésitos de AB de tipo
fibrilar han sido asociados con anormalidades sinapticas e incluso con la desintegracion

de redes neuronales (Palop et al., 2006, Haass y Selkoe, 2007).

Otra caracteristica de tipo anatomopatolégico de la EA es la presencia de las
marafias neurofibrilares (MNFs), las cuales son filamentos helicoidales pareados

intraneuronales que resultan de la hiperfosforilacion de proteinas tau. Estas



formaciones estan asociados a ubiquitina y son reflejo de la destruccién de
microtUbulos y neurofilamentos, manifestando el dafio y posterior muerte neuronal
(Mattson, 2004; Pérez et al., 2007). Las placas de AB y las MNFs estan presentes
principalmente en regiones del cerebro como la corteza entorrinal, el hipocampo, el
cerebro anterior basal y la amigdala, las cuales estan relacionadas con los procesos de
aprendizaje, la memoria, y las conductas emocionales (Mattson, 2004). En los estudios
en animales de experimentacion se ha confirmado que son estas las areas donde se
inicia la patologia y que son el sustrato funcional para la integracion de tipo espacial
como es el modelo experimental del reconocimiento de objetos y de contexto (Billings et
al., 2007).

2.3.1 Procesamiento de la Proteina Precursora de Amiloide (APP) y generacion del
péptido B-amiloide (AB)

Un evento central en la enfermedad es la alteracion del proceso proteolitico de la
proteina precursora de amiloide (APP), la cual es una glicoproteina de tipo |
transmembranal (695 a 770 aminoacidos de longitud), que da como resultado la
produccion y agregacion de las formas neurotoxicas del AB (Nunan y Small, 2000;
Carter et al., 2010). Una vez que se determind la secuencia de la AB fue posible
purificar, secuenciar y clonar el gen localizado en el cromosoma 21 que codifica a la
APP (Mattson, 2004, Haass y Selkoe, 2007). El AB es un producto de la endoprotedlisis
de la APP, la cual se lleva a cabo por cortes secuenciales de grupos de enzimas o
complejos enziméticos conocidos como: a-, B- y y-secretasas. Se han identificado tres
enzimas con actividad de o-secretasas todas ellas pertenecientes a la familia ADAM.,
de desintegrinas y metaloproteinasas (ADAM9, ADAM10 y ADAM17) (LaFerla et al.,
2007). La division y el procesamiento de APP puede ser diferenciado en las vias: no

amiloidogénica y amiloidogénica.
2.3.1.1 Via no amiloidogénica

En esta via, el procesamiento de la APP inicia por la actividad de la a-secretasa en la

region C-terminal produciendo un péptido de 10 kDa con una longitud de 83



aminoacidos (C83) y liberando un ectodomino N-terminal soluble no amiloidogénico
(sAPPa), el cual es liberado al medio extracelular. El péptido resultante C83, se
mantiene en la membrana y de manera subsecuente es cortado por la y-secretasa,
produciendo un péptido pequefio no amiloidogénico denominado p3 de 3 kDa. El
procesamiento de la APP por la a-secretasa ocurre dentro de la region del AB, y por lo

tanto excluye la formacion de APi.4042 (Bar-Am et al., 2005, LaFerla et al., 2007) (Ver

figura 2).
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Figura 2. Protedlisis de la proteina precursora de amiloide (APP). a) via no amiloidogénica de la APP; b)
via amiloidogénica de la APP producto del mecanismo de dos complejos enziméticos: -B y -y secretasas,
dando como resultado la sintesis del péptido AR (Modificado de Carter et al., 2010).

2.3.1.2 Via amiloidogénica

Esta via se caracteriza por la protedlisis inicial que se lleva a cabo por la actividad de la
B-secretasa y da como resultado la liberacion del fragmento sAPPS al espacio
extracelular y produce un fragmento transmembranal de 99 aminoacidos (C99). De

manera subsecuente la protedlisis de este fragmento transmembranal ocurre entre los



residuos 38 y 43 por la y-secretasa y libera el péptido AB1-4042 (LaFerla et al., 2007). El
complejo PS-y-secretasa puede cortar la APP, la variante que mas predomina es la de
40 aminoacidos (APi-40), Y una pequefia porcion (aproximadamente 10%) es de la
variante de 42 aminoacidos (ABi1.42), la cual es méas hidrofébica y mas propensa a la
formacion fibrilar, por lo que es predominante en las placas seniles (Younkin, 1998,
Plant et al., 2003, LaFerla et al., 2007) (Ver figura 2). Se ha demostrado que la
sobreexpresion de APP incrementa la formacion de péptidos amiloidogénicos en
cultivos celulares y causa neurodegeneracién y disfuncion cognitiva en ratones
transgénicos (Bar-Am et al., 2005). La APP también se encontr6 en forma circulante en
fluidos extracelulares, incluyendo el liquido encefalorraquideo y el plasma (Haass y
Selkoe, 2007).

2.3.2 Mutaciones que afectan la produccion de la AB

Las causas genéticas que se han establecido en la EA autosomal dominante incluyen
mutaciones en genes dominantes que codifican para la APP, PSEN1 y PSEN2, las dos
Ultimas ocasionan un aumento en la produccion de ABi4> porque las proteinas de
presinilinas forman parte del complejo enzimatico de y-secretasa, el cual corta el APP
para producir la AR (Martins et al., 1995). Asi, se sabe que estos genes son esenciales
para el estudio de los mecanismos moleculares de esta enfermedad, ya que tienden a
manifestarse como una patogénesis de inicio temprano, afectando el metabolismo y la

estabilidad de la AB (St George-Hyslop y Petit, 2005; Rogaeva et al., 2007).

En el caso de la EA de tipo esporadico, se ha identificado al gen SORL1 como un
dominio genético importante en la manifestacion de la patologia. Por otro lado,
individuos con dos alelos de ApoE €4 son mas susceptibles de padecer la EA en
comparaciéon de los individuos que tienen dos alelos APOE €3 (Corder et al., 1993;
Rogaeva et al., 2007). Gracias al estudio de estas mutaciones, han permitido generar
ratones transgénicos para el estudio de la EA. Una mutaciébn comun en la APP es la
conocida como Swedish (APPsye) la cual es un cambio de aminoacidos que conduce a
un incremento en la protedlisis de esta proteina por la p-secretasa. Otras mutaciones,

como Arctic (APParc) tienen un efecto para incrementar la agregacion de la AB. Las



mutaciones en las presenilinas, como la mutacion PS1yisev, incrementa los niveles de

AB1-42 (Jankowsky et al., 2004).
2.3.3 Agregados amiloides

Los agregados de amiloide son depdsitos de fibrillas y agregados amorfos del péptido
de AP extracelular (Mattson, 2004) e intracelular, encontrado recientemente en
neuronas del cerebelo y médula espinal de personas entre 38 a 83 afios (LaFerla et al.,
2007), lo que sugiere que la sintesis de la AB intracelular es un evento que no es
dependiente de la edad. También se ha propuesto que la formacién de la AB intracelular
sea un evento temprano que precede a la formacion extracelular de los depdsitos de la
AB en la patogénesis de la EA y el sindrome de Down (Gyure et al., 2001), ademas se
ha demostrado que los niveles de la AP intraneuronal disminuyen conforme se
acumulan los agregados de amiloide. El péptido AR puede existir en diferentes estados
fisicos y compartimientos (por ejemplo: monomeérico, oligomeérico o fibrilar; intracelular o
extracelular). Sin embargo, aun se desconoce cuél estado de la AR es el
patolégicamente responsable. Es posible que todas las formas ejerzan alguna actividad
especifica durante las etapas diferentes del proceso de la enfermedad (Mandelkow et
al., 2003).

2.3.4 Hipotesis de la cascada amiloide

Esta hipétesis plantea que la acumulacién y agregacion del péptido de AB desencadena
una cascada lenta y potente que activa a la microglia y a los astrocitos, modifica la
proteina tau en las neuronas e induce la formacién de filamentos helicoidales, asi como
una pérdida neuronal progresiva asociada con mdultiples deficiencias de
neurotransmisores y dafio cognitivo (Haass y Selkoe, 2007). Dado esto, se ha
propuesto un modelo que pretende explicar el proceso de la enfermedad conocido
como “hipotesis de la cascada amiloide” (Ver figura 3). En esta hipotesis se admite la
existencia de dos factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, ligados a la

edad y a alteraciones en los genes PS1, PS2 y APP, siendo la edad el factor principal.



Por otra parte, existe un gran numero de estudios post-mortem de la EA en
personas que padecieron el sindrome de Down y en ratones transgénicos para la EA
que aportan evidencia de la presencia de la AB intracelular en las neuronas. También
se cuenta con evidencias de que las dos formas de la AR que predominan en la EA son
los fragmentos ABi1-40 Y AB1-42. ESte péptido que tiene un peso molecular de alrededor de
4 kDa, adopta una configuracion de B-plegada y tiende a formar fibrillas que al
agregarse forman depositos de tipo amiloide. Aunado al uso de anticuerpos contra la
region C-terminal del péptido AB, se ha observado que el mas abundante es el ABi.4.
(Takahashi et al., 2002).
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Figura 3. Hipotesis de la cascada amiloide. En esta figura se esquematiza la hipo6tesis de la cascada
amiloide la cual inicia desde la sintesis de AB que surge de la protedlisis de una proteina conocido como
precursora amiloide en la cual participan dos proteasas: -Secretasa (también conocido como BACEL) y
y-Secretasa, los cuales sintetizan las distintas variantes del AR, siendo el mas comun el de 42
aminoacidos de longitud. Posterior a su sintesis, el AB tiende a oligomerizarse hasta formar
conglomerados téxicos conocidos como placas amiloides. La hipétesis propone que de la formacion de
estas placas se originan las marafas neurofibrilares (MNFs) las cuales al interaccionar, dan como
resultado: neuroinflamacién y muerte neuronal (Adaptado de Citron 2010).

En lo que respecta a las MNFs, se ha descrito que no son Unicas en la EA, sino que
también se acumulan en otras enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la
demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17), la
enfermedad neurodegenerativa de Pick, la pardlisis supranuclear progresiva y la
degeneracion corticobasal. El principal componente de las marafias es la presencia de
la proteina tau asociada a los microtibulos que en su estado normal, es una proteina

soluble que promueve el ensamblaje de los microtibulos y su estabilizacion. Las formas
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patologicas de la proteina tau anormalmente fosforilada en determinados residuos
reduce notablemente su afinidad por los microtibulos. Alan no se ha establecido cémo
el mal plegamiento de tau causa la toxicidad celular, sin embargo el transporte axonal
ha despertado un gran interés ya que los estudios sugieren que la proteina tau
hiperfosforilada impide el transporte axonal por interferir con las proteinas motoras,
antes de la formacién de las marafias (Mandelkow et al., 2003). (Ver figura 4).

Tau unido a Tau Agregados Maranas
microtibulo soluble solubles de Neurofibrilares
tau

Figura 4. Patologia de la tau. La proteina tau unida a los microtlbulos interviene en el transporte axonal.
En la EA, tau es hiperfosforilada lo cual, podria ocasionar la separacién de tau de los microtibulos, y a su
vez, podria generar la formacién de filamentos helicoidales pareados de agregados de tau solubles e
insolubles quienes finalmente formaran a las marafas neurofibrilares (Modificado de Citron 2010).

2.4 Alteraciones macroscépicas de la EA

Las alteraciones macroscopicas de la enfermedad se caracterizan por atrofia, que
generalmente es simétrica y difusa de los giros cerebrales, que se evidencia en la
disminucion del espesor de las circunvoluciones, aumento en la profundidad de los
surcos, dilatacién del sistema ventricular y disminucién del peso y volumen cerebral
(Girones et al., 2002). Los l6bulos temporal y frontal, que estan relacionados con los
procesos de memoria y aprendizaje, se encuentran reducidos en tamafio en un
paciente con la EA como resultado de sinapsis degeneradas y muerte neuronal
(Mattson, 2004), sin embargo, también se han descrito lesiones en menor medida en
los I6bulos parietales y occipitales. El patron de atrofia mas comun es el difuso, seguido
por una combinacion de atrofia fronto-temporal, frontal o temporal aisladas, y en menor

proporcion puede haber una relacion de dafo parieto-occipital. Los analisis de
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neuroimagen de los hemisferios cerebrales de los pacientes con Alzheimer revelan un
adelgazamiento de la lamina cortical y una dilatacion simétrica del sistema ventricular
(hidrocéfalo exvacuo). Los ganglios basales, el diencéfalo, el mesencéfalo y el tronco

cerebral no muestran anormalidades notables (Girones et al., 2002) (Ver figura 5).

También se ha observado que los pacientes presentan degeneracion de nervios
opticos y de células ganglionares en la retina, por lo que tienen dificultad de transmitir la
informacion foética (Katz et al., 1989), asi como presentar anormalidades en el ritmo
circadico del ciclo suefo-vigilia lo cual, puede ser también una herramienta importante

en el diagnostico temprano de la EA (Petit et al., 2004).

Figura 5. Neuroimagen de un paciente con EA y una persona sana. Arriba: Carbono 11 marcado con PIB
(Compuesto Pittsburg B) estandarizado en el cerebro de una persona sana de 67 afios (izquierda) y en
un paciente de 79 afios de edad con EA (derecha) para observar acumulacion de péptido AB. Abajo: B
fluorodeoxiglucosa para analizar el metabolismo de la glucosa cerebral (umol/min/100 mL). Se observa
una alta retencion de PIB en la corteza frontal y temporoparietal en el paciente con EA ademés de
hipometabolismo de la glucosa cerebral. En la persona sana hubo ausencia de retenciéon de PIB (superior
izquierda) y metabolismo de glucosa normal (inferior izquierda). (Reproducido de Nordberg 2004).
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2.5 Tratamiento de la EA

Desde 1984 se ha producido de manera ininterrumpida un avance prodigioso en el
conocimiento de la patologia quimica de la EA, tal como la composicion subunitaria de
las placas seniles y las MNFs, y sobre todo de la genética molecular de la EA, lo cual
ha determinado el grado de importancia que cada proteina tiene en el desarrollo de la
patologia. Estos estudios han permitido un conocimiento farmacoldgico para desarrollar
drogas que pudieran ser utilizadas terapéuticamente como por ejemplo reduciendo la
carga del péptido de AB. Una de esas aproximaciones fue identificar las enzimas B- y y-
secretasas para interferir la produccion de AB. Sin embargo, se han detectado efectos
contraproducentes ya que se ha demostrado que la pérdida de AB enddgeno por
inhibicion farmacologica resulta en una severa reduccion en la viabilidad de las
neuronas (Plant et al., 2003). Otros grupos han propuesto que el farmaco Rasagilina y
sus derivados inducen, al igual que la droga anti-Alzheimer ladostigil (TV3326), el
aumento de sAPPa no amiloidogénico (Bar-Am et al.,, 2005), evitando asi la

neurotoxicidad por la sobreproduccion de Ap.

La enzima degradadora de insulina (IDE) es una tiol-metalo-endopeptidasa de
~110kDa que degrada péptidos pequefios como la insulina y el péptido AB, siendo
identificada como la proteasa mas importante en la degradacibn de agregados
extracelulares. La sobreexpresion neuronal de IDE reduce los niveles de AB y retarda la
formacion de placas. IDE degrada exclusivamente las especies monoméricas del

péptido AB (Caccamo et al., 2005).

La presencia de neprisilina en los sitios presinapticos tiene una importancia
caracteristica, porque es capaz de degradar las formas monomeéricas y oligoméricas del
péptido de AB. La sobreexpresién de neprilisina repercute en la reduccién de los niveles
de AP, ademas de que la administracion de inhibidores de neprisilina en ratones
transgénicos eleva los niveles de AB en el cerebro. En estudios con cerebros de
humano post mortem, los niveles de RNAmM de neprisilina fueron bajos en regiones
vulnerables en el desarrollo de placas seniles como el hipocampo y el giro

mediotemporal (Yasojima et al., 2001, Hellstrom-Lindahl et al., 2008).
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Nilsen ha sugerido que un modo de prevencion resulta de la exposicion de
estrogenos, ya que puede prevenir la neurotoxicidad por AP in vitro e in vivo. Muchos de
los efectos inmediatos en el tratamiento de estrogenos convergen en la neuroproteccion

de la mitocondria, mediante la regulacion homeostatica del calcio (Nilsen et al., 2006).

En la figura 6 se enlistan los objetivos terapéuticos propuestos por distintos
grupos de investigadores con el fin de disminuir los sintomas caracteristicos de la EA, lo
cuales, de manera general sugieren la eliminacion de los agregados de A y de MNFs.

Inhibidores de la -Moléculas antiagregantes no peptidicas
agregacion de A (sintéticas o naturales)

*Inhibidores de p-secretasa
Inhibidores de la -Inhibidores de y-secretasa
produccién de AR -Moduladores de y-secretasa
«Activadores de da-secretasa

Inhibidores de los efectos

neurotoéxicos inducidos por L U
AB P + Agentes antioxidantes

Inhibidores de los efectos

: «|nhibidores de la enzima colinesterasa
neurotransmisores

- Antagonistas de N-metil-D-aspartato

inducidos por AR

Inhibidores de la
neurotoxicidad inducida - Antiagregantes de tau
portau

Figura 6. Terapias para combatir la EA. Se enlistan las distintas estrategias terapéuticas que han sido
estudiados por diversos grupos de cientificos. (Carter et al., 2010).

Por otro lado, se ha sugerido que en las mujeres la prescripcion de tratamiento a
estrogenos alrededor de la menopausia, ha sido asociado con una mayor respuesta en
los sistemas de neurotransmisores, los cuales son fundamentales en la memoria y por
ende se plantea como otra estrategia para atenuar los efectos de la EA (Craig y
Murphy, 2010).

El uso de Anti Inflamatorios No Esteroideos (AINES), inhibidores de

acetilcolinesterasa, y el uso de medicamentos antioxidantes han sido también
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tratamientos utilizados en la EA. Se ha reportado que la administracién de altas dosis
de AINES reduce la agregacion de amiloide en ratones APP transgénicos, ya que tiene
un efecto modulatorio sobre la actividad de la y-secretasa impidiendo la formacion de

AB142 Yy con esto, disminuye el progreso de la enfermedad (Wolfe 2002; Citron 2004).

Por otra parte se ha propuesto que el estrés oxidativo es uno de los primeros
cambios bioquimicos que conduce a la disfuncién y posterior muerte neuronal en la EA,
debido a una excesiva produccion de radicales libres y especies reactivas que no
pueden ser contrarrestados por una serie de sistemas antioxidantes. La presencia de
estrés oxidativo se debe a un exceso de produccion de sustancias pro-oxidantes y/o al
déficit de mecanismos de defensa contra la oxidacion (Halliwell, 1992). Por ello, el anti-
oxidante R-alfa &cido lipoico (AL) se ha propuesto como un terapéutico que podria
actuar incrementando la produccion de acetilcolina o como quelante de metales o
incluso evitando la acumulacion de productos de lipoperoxidacion. El AL se ha utilizado
como terapia para reducir los efectos del estrés oxidativo en ratones transgénicos ABPP
(Siedlak et al., 2009) y también para retardar el deterioro de la memoria hipocampal en
el raton transgénico Tg2576 (Quinn et al., 2007, Maczurek et al., 2008). Por otra parte,
el AL también ha sido usado en conjunto con la acetil carnitina como protector de
células neuronales in vivo. La capacidad antioxidante del AL y su forma de reducirse a
acido dihidrolipoico se ha demostrado que atenua la deficiencia de vitamina E en el
modelo de ratdn transgénico, lo cual han mostrado que con la administracion crénica de
AL disminuye la expresién de proteinas y marcadores de la peroxidacion lipidica en
cerebros controles y transgénicos para la ABPP (Tg2576), sin embargo en éste no se
demostré6 cambios en los niveles de la proteina de AB., ademas que los cambios
conductuales documentados para este tipo de modelo transgénico no estdn asociados
a la cantidad de AB (Smith et al., 2000).

El estrés oxidativo en el SNC se manifiesta predominantemente como
peroxidacién lipidica por su gran contenido de acidos grasos poli-insaturados que
particularmente son susceptibles a la oxidacion. Los F2-isoprostanos (F,-iPs) son
marcadores especificos y sensitivos in vivo de la peroxidacion lipidica. En ratones

transgénicos se ha observado que la peroxidacion lipidica precede a la formacién de las
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placas amiloideas (Pratico et al., 2001), y en cultivos celulares de corteza cerebral se ha
demostrado que la produccién de especies toxicas de AB junto con los procesos de
gliacion de la proteina tau inducen estrés oxidativo (Yan et al., 1995, Butterfield et al.,
2002).

Lo mas novedoso con relacidbn a nuevas terapias para combatir la EA es el
avance de la inmunoterapia. En el modelo de la EA en ratones transgénicos, la
vacunacion con la Ap produjo anticuerpos anti-Af y una notable disminucion del numero
de placas seniles en el cerebro (Schenk et al., 1999, Vasilevko y Cribbs, 2006). Los
ratones transgénicos vacunados mostraron mejoria en pruebas de memoria (Morgan et
al., 2000). Posteriormente se inici6 la inmunizacion en humanos con el compuesto
AN1792, que consistia en ABi.4 fibrilar como inmundgeno y de un coadyuvante QS21,
sin embargo se suspendié su administraciobn ya que los pacientes presentaron

meningoencefalitis (Hock et al., 2003).

2.6 Diagnéstico de la EA

Uno de los principales objetivos de los investigadores de la EA durante el dltimo cuarto
de siglo ha sido el identificar su etiologia y los mecanismos moleculares para ser
capaces de disefar farmacos que inhiban temprana y satisfactoriamente su mecanismo

fisiopatoldgico.

El diagndstico in vivo se caracteriza por una serie de exadmenes de laboratorio y
de imagenes por resonancia que permiten descartar causas reversibles de demencia,
asi como pruebas neuropsicoldgicas que demuestren la presencia de algun deterioro
cognitivo no debido a una depresién. Ejemplos de estos pueden ser el United States
National Institute for Communicative Disorders and Stroke y The Alzheimer’s Disease
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA). Por otro lado, existen otros tipos
de criterios que son evaluados por el CERAD por su nombre en inglés Consortium to
Establish a Registry for Alzheimer's Disease el cual realiza evaluaciones clinicas,
neuropsicolégicas, neuropatologicas, de comportamiento y de historia familiar en la EA,
y que se diferencia bien entre las personas normales y los pacientes con demencia leve

a moderada (Fillenbaum et al., 2008).
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Otro diagnostico que parece prometedor entre las diversas investigaciones en
imagenes, son los estudios de visualizacion de amiloide in vivo. Recientemente se
reportd los resultados de visualizacion de amiloide en pacientes con la EA, usando un
compuesto llamado compuesto PIB (Pittsburg Compund B), el cual interactda con el Ap
y, al ser radioactivo, es visible por tomografia de emision de positrones (PET) (Klunk et
al.,, 2004); en experimentos utilizando ratas se puede visualizar por resonancia
magnética (Higuchi et al., 2005) el uso combinado de mediciones en el liquido
encefalorraquideo de tau y de ABi.42, Y acompafiado de la deteccion de amiloide con
PIB, puede llegar a ser un examen de diagnéstico efectivo para la EA (Behrens y
Vergara, 2007). La combinacion de estas pruebas puede diagnosticar a un probable
enfermo. Sin embrago, las pruebas olfatorias no invasivas y bien disefiadas pudieran
evaluar la capacidad de identificar, discriminar y recordar entre una bateria de olores

volétiles y de olores con relevancia para la reproduccion.

2.7 El sistema olfatorio en mamiferos

Las neuronas sensoriales olfatorias se encargan de detectar una gran variedad de
moléculas de olor y envian la informacion a través de sus axones hacia el bulbo
olfatorio, que es el primer sitio para el procesamiento de la informacion olfatoria en el
cerebro (Mori et al., 1999). La via olfatoria es muy especifica y organizada que permite
recibir sefiales en mas de 1000 receptores diferentes los cuales se localizan en la
superficie membranal del epitelio olfatorio y se integran en 1800 glomérulos en el bulbo
olfatorio del ratén (Reed, 1992; Axel, 1995). Debido a los avances recientes, se ha
propuesto al bulbo olfatorio principal (BOP) como la primera estacion de informacién
molecular de relevo en el sistema olfatorio. El BOP de mamiferos tiene una estructura
cortical la cual contiene miles de mddulos organizados como glomérulos de forma
esférica a los que llegan los axones de las neuronas sensoriales olfatorias y forman
conexiones sinapticas con las dendritas de las células mitrales y las células en penacho

que son las neuronas de salida del BOP (Reed, 1992). (Ver figura 7)
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OP

Primary olfactory cortex ¢

Figura 7. Esquema sagital del bulbo olfatorio humano. En esta figura se esquematiza el flujo de la
informacion desde las neuronas receptivas olfatorias hasta su relevo en las distintas capas del bulbo
olfatorio principal. OP= pedulnculo olfatorio OB= bulbo olfatorio GCL= capa de células granulares MCL=
capa de células mitrales EPL= capa plexiforme externa GL= capa glomerular ONL= capa del nervio
olfatorio. (Reproducido de Bédard y Parent, 2004).

2.8 Via olfatoria

Se han descrito dos 6rganos en los vertebrados terrestres responsables de la deteccion
de sustancias quimicas del entorno, el epitelio olfatorio (EO) y el érgano vomeronasal
(OVN) u érgano de Jacobson (Halpern y Martinez-Marcos, 2003). El EO y el OVN
proyectan a regiones distintas del bulbo olfatorio, conocidas respectivamente como el
bulbo olfatorio principal (BOP) y accesorio (BOA) (Scalia et al.,, 1991). En los
mamiferos, la informacién sensorial desde el érgano del EO, se proyecta a través del
tracto olfatorio el cual est4 constituido por los axones de las células mitrales y
empenachadas las cuales circulan de manera superficial desde la base del BOP,
pasando por la parte trasera del I6bulo temporal y luego por el borde anterior de la
insula, alcanzando el uncus del I6bulo temporal (Ver figura 8), el relieve superficial del
tracto se conoce como cintilla olfatoria lateral, que es la capa mas superficial que junto
con las areas alocorticales subyacentes forman la corteza olfatoria secundaria dividida
en area prepiriforme que se extiende bajo el tracto olfatorio en su recorrido por el I6bulo
frontal y el borde anterior de la insula y la posterior piriforme la cual cubre a la amigdala.
La informacién olfatoria sigue un trayecto neural después del BOP, pasando por

diferentes regiones cerebrales como el nucleo o éarea olfatoria anterior, tubérculo
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olfatorio, corteza piriforme y entorrinal, hasta llegar a la amigdala y se continda con
proyecciones al hipocampo y a la corteza frontal a través del talamo mediodorsal
(Martinez-Garcia et al., 2011). Por otra parte, el BOA proyecta exclusivamente a la
amigdala cortical posteromedial y a dos estructuras de la amigdala subcortical, la
amigdala medial y el nucleo de lecho de la estria terminal, siendo el hipotalamo el
altimo relevo de la informacion olfatoria y se encarga del control neuroenddcrino y de la
produccion de hormonas gonadales como el estradiol, la progesterona y la testosterona.
Lo anterior debido a que el BOA recibe sefiales de olores sexualmente relevantes
(odorantes conocidos como feromonas), que al ser inhalados generan un cambio
conductual (Buck, 2000), funcion opuesta al BOP, el cual detecta odorantes volatiles
sexualmente irrelevantes. Por lo tanto, ambos sistemas (el BOA y el BOP) procesan

diferentes aspectos de la informacion olfatoria (Ver figura 9).
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Figura 8. Areas alocorticales olfatorias. Planos basal y medial (modificado de Puelles et al., 2004, cap
29).
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Figura 9. Sistema olfatorio en roedores. En A, nétese el tamafio de los bulbos olfatorios principales y
accesorios, asi como las via de proyeccion al SNC del érgano vomeronasal (lineas naranjas) y de la
olfaccion (lineas azules) hacia estructuras limbicas (hipotdlamo, talamo, hipocampo y amigdala). En B,
corte transversal del bulbo olfatorio, con la capa glomerular (a); la de células mitrales (b) y granulares (e)
y las capas plexiforme interna (cip) y subependimal (cse) (Tomado de http://il21photoalbucket.com). Abajo,
un dibujo de una seccion longitudinal del bulbo olfatorio (BO) de la rata adulta: el BO accesorio (aob),
principal (mob), y la sustancia blanca del ndcleo bulbar (bcwm), notese: las relaciones la bcwm con el
flujo migratorio rostral subyacente (rms) y con la corteza bulbar circundante, es decir, con las capas
granular (gcl) y la celular interna (icl) del accesorio y con las principales capas: glomerular (gl), de células
mitrales (mcl) y granular (Icg) del principal. Técnica de impregnacién argéntica de Cajal. Inserto indica la
localizacion de las capas del bulbo olfatorio. Barra 200 ym (Modificado de Paredes y Larriva-Shad, 2010).

En determinados contextos la informacion olfatoria desencadena reacciones
potentes emocionales de agrado o desagrado, aversion y pulsion teniendo tendencia a
quedar grabado en la memoria, de manera inconsciente. Un olor sencillo puede
desencadenar un recuerdo de una escena compleja de nuestra vida anterior. Estos
efectos resultan de la conectividad directa de la corteza piriforme, que cubre la
amigdala sobre sus nucleos paliales, que integran la memoria emocional y sobre las

cortezas entrorrinal y parahipocampal, lo que facilita la entrada al hipocampo y en
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consecuencia, la experiencia olfatoria es grabada en la memoria junto con los detalles

de la experiencia (contexto vivencial) (Shepherd, 1994).

2.9 Alteraciones en el sistema olfatorio en la EA

A pesar de que la EA fue caracterizada en 1906 por el Dr. Alois Alzheimer, no es hasta
la década de los 80’s cuando se describié por primera vez la disminucidon en la
capacidad olfatoria en los pacientes con probable EA. Los primeros trabajos sobre la
pérdida de la olfaccion en la EA datan de los trabajos de Averback en 1983 y de Esiri y
Wilcock en 1984, quienes reportaron una pérdida neuronal considerable, la presencia
de placas seniles y la formacion de MNFs en el nucleo olfatorio anterior (Averback,
1983, Esiri y Wilcock, 1984), asi como también una deficiencia en el sistema colinérgico
en los tubérculos olfatorios observados en estudios post-mortem de cerebros humanos
gue presentaron la EA (Simpson et al., 1984). En un trabajo de pacientes enfermos con
la EA, el grupo de Warner, propuso que el deterioro olfatorio es un sintoma temprano
en la EA y gque se asocia a problemas serios como la disminucién de apetito, lo cual
repercute en la pérdida de peso y en un estado nutrimental pobre, ademéas de la
incapacidad de detectar olores nocivos para la salud como el gas y el humo (Warner et
al., 1986) (Ver figura 10). La pérdida en la capacidad de discriminar olores no es
exclusiva de la EA, también se presenta en la enfermedad de Parkinson, la esclerosis
multiple y asociada a otros problemas endocrinos, asi como también a infecciones
virales, a lesiones cerebrales y al envejecimiento (Richard et al., 2010). También se ha
demostrado una reduccién en la capacidad olfatoria similar a la EA en ancianos
esquizofrénicos (Moberg, et al., 1997), en el impedimento cognitivo leve (Wang, et al.,
2002) y en la demencia frototemporal (McLaughlin y Westervelt, 2007). Sin embargo en
la EA, la pérdida en la discriminacion olfatoria es una cambio temprano en la

enfermedad que se acomparfa con el progresivo deterioro cognitivo.
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Figura 10. Resultados de la prueba de identificacion de olores. En esta grafica se muestran los
resultados de la prueba de identificacion de olores en donde se comparan personas sanas contra
pacientes de EA (Modificado de Warner et al., 1986).

Posteriormente se observo la presencia de placas amiloideas y MNF en bulbos
olfatorios y en el tracto olfatorio de cortes de tejido post-mortem de cerebros de
humanos con EA (Mann et al., 1988) (Ver figura 11).

Figura 11. Bulbo olfatorio de una paciente de 83 afios de edad con EA. En A se muestran las MNF y en
B los agregados de amiloide en el bulbo olfatorio (Reproducido de Mann, 1988).
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Aflos més tarde, el grupo de Loopuijt reportd en 1990 un decremento de
receptores a dopamina en la capa glomerular y también una disminucion de células
mitrales en el bulbo olfatorio principal, ademas de la presencia de MNFs en todas las
capas del bulbo olfatorio principal, lo cual concordaba con los trabajos de Talamo quien
observé MNFs en las neuronas del epitelio olfatorio indicando el dafio que estas células
presentaban en los enfermos con la EA (Talamo et al., 1989, Loopuijt et al. 1990).

Figura 12. Epitelio olfatorio de un enfermo de EA. En este tejido se aprecia la presencia de filamentos
helicoidales pareados (Reproducido de Lee, et al. 1993).

Por otra parte Selden identific6 MNFs y placas de AB en el tubérculo olfatorio, asi
como en el nicleo accumbens y en el tallo del nlcleo caudado, estos dados sugerian

que el sistema limbico es méas vulnerable en la EA (Selden et al. 1994).

En otro estudio, se evalud la acumulacion de elementos dafiinos conocidos como
neurotoxinas (ej.: aluminio, bromo, hierro y mercurio) los cuales se encontraron en
cantidades elevadas en cerebros con EA comparados con cerebros controles, lo cual
llevé a Samudralwar (1995) a evaluar la cantidad de estos elementos presentes en la
via olfatoria, y pudo comprobar que habia cantidades aumentadas de hierro y zinc,
ademas de un decremento de bromo en el sistema olfatorio comparados con cerebros
de sujetos sanos, proponiendo que las concentraciones elevadas de hierro tendrian un
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papel muy importante en la induccion del estrés oxidativo caracteristico de esta
neuropatologia (Samudralwar et al., 1995).

En el sistema olfatorio se ha encontrado también que la sintesis de la AB se debe
a la protedlisis de la APP, por lo que se ha evaluado la aparicién cronoldgica de la APP.
Asi, Clarris en 1995 describio cronolégicamente la aparicion de la APP de la rata desde
el dia embrionario 16 (E16) hasta el postnatal 8 (P8), en donde también hay un
aumento de las neuronas sensoriales primarias. La APP también se detectd en la capa
de las células mitrales en el dia E18 cuando se llevan a cabo las primeras sinapsis
entre las dendritas de estas células y los axones de las células sensoriales primarias.
Estos datos sugirieron que la expresion de la APP en el sistema olfatorio es regulada en
coordinacion con grandes periodos de sinaptogénesis, lo cual se propone que juega un
papel importante en la regulacién terminal del crecimiento axonal durante la

sinaptogénesis en el bulbo olfatorio. (Clarris et al., 1995) (Ver figura 13).
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Figura 13. Diagrama que representa la expresion temporal y espacial de la APP en el desarrollo del
sistema olfatorio de la rata. NO= neuroepitelio olfatorio; PA= peddnculo axonal;, CON= capa nerviosa
olfatoria CG= capa glomerular; CCM= capa de células mitrales; mm= masa migratoria (Adaptado de
Clarris et al., 1995).
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La APP parecia entonces tener un papel muy importante en la formacién o en el
mantenimiento de las conexiones sinpticas entre axones de células olfatorias y las
dendritas terminales de las células mitrales, porque la APP se incrementa en el epitelio

olfatorio conforme aumenta la edad.

Por otra parte, Kulkarni-Narla en 1996 dio a conocer que el estrés oxidativo es un
factor contribuyente en los cambios neurodegenerativos en la mucosa olfatoria en
humanos con EA (Kulkarni-Narla et al., 1996), y posteriormente se detectd estrés
oxidativo también en el epitelio olfatorio y en neuronas receptoras olfatorias (Getchell, et
al., 2002).

Con referencia a los niveles de AChE se ha observado una disminucion en las
diferentes capas del BO en pacientes con EA acompafiado de gran niumero de MNF y
de placas neuriticas, por lo que distintos grupos de investigadores tratan de descifrar
una correlacion entre el deterioro olfatorio con los defectos colinérgicos en los pacientes
con EA (Durand et al., 1998)., incluso se ha reportado que en individuos con el factor de
riesgo genético presentan también un deterioro en su funcién olfatoria (Calhoun-Haney
y Murphy et al., 2005). Ademas, los estudios de resonancia magnética en los enfermos
de Alzheimer muestran una disminucion en los volimenes de los bulbos olfatorios
(Thommann et al., 2009) (Ver figura 14). Esta disminucion también se ha observado en
ratones transgénicos del mutante para la APP y la presinilina (TQAPP/PS1) para la EA
en el cual también se han encontrado disminuciones en los bulbos olfatorios por

resonancia magnética (Lau et al., 2008).

Por otra parte, se han descrito grandes agregaciones asociadas a cantidades
disminuidas de somatostatina que regula los niveles de expresion de la neprisilina que
es una peptidasa que cataliza la degradacion proteolitica del péptido del AR (Saiz-
Sanchez et al., 2009). Los agregados AB y de MNFs en el epitelio olfatorio se han
detectado por Arnold (2010) en el epitelio olfatorio de un anciano de 84 afios con la EA
(Ver figura 15).
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Figura 14. Escaner de corte coronal T1 con MRI de los bulbos olfatorios de un paciente con EA. En a, se
muestra la parte caudal del bulbo y el tracto olfatorio. En b, se aprecia la region caudal del bulbo y el
tracto olfatorio. En donde se observa la disminucion de volumen (Reproducido de Thommann et al.,
2009).

Figura 15. Epitelios olfatorios de una persona de 84 afos de edad con la EA. En A y B se pueden
apreciar los agregados de AB y en C y D se aprecian las MNF. (Reproducido de Arnold et al., 2010).
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Los trabajos de Nordin y Murphy demuestran que existe un decremento
considerable en la sensibilidad de la deteccidn de olores en pacientes con mayor riesgo
de padecer demencia (Nordin y Murphy et al., 1996). Esta pérdida progresiva de
sensibilidad en el nivel de umbral odorante en la EA ocurre con una mayor severidad
que los cambios en la identificacion de olores o de la memoria olfatoria propiamente.
Esto se explica porque las areas de la corteza entorrinal y el hipocampo participan tanto
en el procesamiento olfatorio como en la memoria olfatoria. Por tanto, las pruebas
olfatorias que tienen un componente de memoria pueden ser utilizadas como una

herramienta adicional para detectar la EA (Schiffman et al., 2001).
2.10 Modelos experimentales parala EA

Se han desarrollado varios modelos experimentales para reproducir la EA, y desde
1970 estos modelos han sido instrumentos valiosos que intentan explicar las bases
moleculares, celulares, patolégicas y conductuales de los humanos. Aunque son
abundantes, ninguno es capaz de reproducir todas las caracteristicas clinicas y
patolégicas asociadas a la EA (Wolfe, 2002; Balducci y Forloni, 2011). Un objetivo
fundamental en todos estos modelos animales es conseguir replicar los sintomas de la
patologia, y enfocar su estudio en su desarrollo cronolégico, asi como también el
esclarecimiento en el metabolismo de la APP humana y de las formas mutadas, y su
degradacion por la enzima neprelisina., y también en el estudio del origen de la proteina
APOE vy de la presenilina (PS), entre otros. Por lo anterior, se han generado ratones
transgénicos dobles mutantes para la PS1/APP y los basados en la proteina tau (tau-
JNPL3), hasta el desarrollo de los ratones triple transgénicos para las proteinas
PS1/APP/tau (Nunan y Small; 2000; Pratico et al., 2001; Yasojima et al., 2001; Gotz et
al., 2008) (Ver figura 16).
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Figura 16. Tres ejemplos de ratones transgénicos para la APP, la PS1 y la TAU. En los recuadros se
indican los nombres de los promotores que fueron usados para la expresion de APP (APP23) y Tau
(pR5), en b. En c, las placas representativas de AB de un cerebro APP23 y humano con Alzheimer (AD)
visualizado con el marcador thioflavina S (verde) y de MNFs de un cerebro pR5 y humano AD, ambos se
visualizan con la técnica de impregnacion de plata de Gallyas, a la derecha. Imagenes similares entre
ambos modelo animal y EA (Reproducido de Gotz et al., 2008).

2.11 Modelo del ratdn triple transgénico para la EA

La EA causa un deterioro progresivo de las funciones cognitivas, incluyendo la pérdida
de memoria. Asi, en el modelo del triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer
(3xTg-AD) creado por el Dr. Salvatore Oddo, el Dr. Frank LaFerla y sus colaboradores,
a partir del mismo hibrido silvestre o Wild type (cepal29/C57BL6), el cual es de gran
importancia porgue sobreexpresa las tres principales proteinas alteradas en esta
patologia y porque alberga los tres genes mutados que expresan tanto el precursor de
la proteina de AB (APPswe), la presenilina-1 (PSimi46v) COMO la taupse;. (Oddo et al.,
2003) (Ver figura 17).
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Figura 17. Se esquematiza la generacion del raton Triple Transgénico (3xTg-AD) desarrollado por el
grupo de investigacién del Dr. LaFerla, en la Universidad de Irvine en California (modificado de Oddo et
al., 2003b).

La inmunoreactividad por el AR intraneuronal aparentemente es independiente de
la taupatologia en el raton triple transgénico (Winton et al.,, 2011). Los depdsitos
extracelulares de AP son evidentes a los seis meses en la corteza frontal en las capas 4
a 5 y aumentan a los 12 meses de edad en donde se localizan también en el
hipocampo. Con referencia a la patologia de tau, esta es visible primero en el
hipocampo del 3xTg-AD particularmente, entre las neuronas piramidales de CAl, y
paulatinamente alcanza otras estructuras corticales, por lo que este modelo mimetiza la
distribucion de proteinas que ocurre en cerebros de humano con la EA. Se ha reportado
una alteracion conformacional de tau hiperfosforilada en el transcurso de la edad en el
3XTg-AD. A los seis meses de edad la disfuncion sinaptica y las deficiencias en la
potenciacion a largo plazo (LTP) son aparentes en este ratdn, asociados a la
inmunoreactividad positiva de la AB en la regién CA1 de las neuronas piramidales y que
se correlaciona con los impedimentos de plasticidad sinaptica, incluyendo las
deficiencias de LTP en los inicios de la patologia (Oddo et al., 2003b).

Posteriormente se demostré que el 3xTg-AD produce AB con el progreso de la
edad, y particularmente de la variante de 42 aminoacidos de longitud, lo que ha
sugerido que la hipoétesis sobre la acumulacion de AB puede ser consecuencia de su
sobreproduccion, falla en el metabolismo o por fallas en su degradacion, siendo alguno

de éstos el mecanismo que inicia todas las formas del A (Oddo et al., 2003a). A pesar
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de la sobreexpresion equivalente de la APP humana y los transgenes humanos de tau,
la disposicién de AB se desarrolla antes de las maranas, de acuerdo con la hipotesis de
la cascada amiloide. (LaFerla FM, 2010).

3. JUSTIFICACION

En la actualidad, existe mucho interés cientifico para establecer métodos de diagnostico
para la enfermedad de Alzheimer antes del deterioro irreversible del cerebro,
caracteristico de esta enfermedad. Al mismo tiempo se dispone de modelos
transgénicos que permiten un estudio detallado de la progresién de la enfermedad
como es el modelo triple transgénico (3xTg-AD) en areas como hipocampo, corteza
frontal y amigdala, pero a pesar de su importancia como primera via de afeccion, en el
bulbo olfatorio aln no se describe con detalle, a pesar de ser el primer sentido que se
deteriora en los humanos que desarrollardn la EA en las etapas tempranas por la
acumulacion de tau y B-amiloide en la via olfatoria. Por lo tanto, se requiere un estudio
gue permita relacionar la alteracion del sustrato anatomico de la via olfatoria con la
deteccion de olores volatiles y de relevancia sexual, para ello el disefio experimental
gue se propone en el presente trabajo, es el estudio de la respuesta a los odorantes
tanto sexualmente relevantes y los sexualmente irrelevantes (relacionados a alimentos)
en hembras transgénicas de diferentes edades con la finalidad de saber si hay un
proceso adaptativo en edades tempranas o si es irreversible cuando la patologia se

establece.

4. HIPOTESIS

El raton triple transgénico presentara una disminucién en la conducta olfatoria conforme

transcurre la enfermedad.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de discriminacion olfatoria en hembras 3xTg-AD jévenes y seniles
comparados con sus controles (129/C57BL/6).

5.2 Objetivos particulares

Determinar si las ratonas presentan alteraciones en la deteccion de olores sexualmente

relevantes (orina de macho).

Determinar si las ratonas tienen alteraciones en la deteccién de olores relacionados a

alimentos (canela y fresa).

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Sujetos

El protocolo disefiado para este trabajo se realizd conforme a las normas
internacionales para el manejo y uso de animales de experimentacion establecidas por
los National Institutes of Health (NIH) y la National Academy of Science?, el cual fue
presentado y aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia (INB) de
la Universidad Nacional Autbnoma de México. Los ratones que se utilizaron como
control fueron de la cepa 129/C57BL/6 (Wild type, WT), los ratones transgénicos (3xTg-
AD) fueron donados por el Dr. Frank LaFerla de la Universidad de California. Los
ratones fueron mantenidos en el bioterio en cajas de policarbonato (12x12x25 cm), en
condiciones constantes de temperatura (20°-25°C) y humedad (40-70%), con un ciclo
de luz/oscuridad de 12/12 hrs., iniciAndose a las 10:00 a.m, con agua y alimento ad
libitum. El alimento fue la dieta para raton del laboratorio Purina Chow (Formula 5001).

2 2003; www.nih.gov.
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Para el estudio se utilizaron ratones hembras obtenidos de las cruzas de las
unidades reproductivas, los ratones fueron destetados a los 21 dias de edad, y todos
fueron homocigotos 3xTg-AD. Se formaron 3 grupos, cada uno integrado por 6
individuos para cada condicion experimental (control y transgénico). Los grupos se
seleccionaron por edades (4-5 meses, 10-11 meses y 16-18 meses). En total se

analizaron 36 animales a los cuales se les hicieron diferentes tareas conductuales.

6.2 Motivacion sexual incentiva

Esta tarea conductual ha sido reportada previamente por Portillo y Paredes (2003), y se
llevé a cabo en una arena rectangular de acrilico (100 X 50 cm). En las paredes mas
largas de la arena se hicieron unas aberturas a la altura del piso, las cuales fueron
cubiertas con una malla de alambre. En cada abertura se ensambl6 una caja (15 X 25 X
25) dentro de la cual fue colocado un animal incentivo (una hembra en estro 0 un
macho sexualmente activo de la misma cepa). Las dos aberturas se pusieron opuestas
en diagonal y fueron cubiertas con una malla. Este procedimiento tiene la ventaja de
que es posible cambiar aleatoriamente las cajas que contienen a los animales
incentivos sin que los olores se mezclen. En frente de las cajas que contienen a los
animales incentivos, se delimitd una zona (20 X 30 cm) denominada zona incentiva.
Para iniciar el experimento, los sujetos fueron habituados a la arena en tres sesiones de
10 min. cada una, durante este procedimiento los animales incentivos no estuvieron
presentes. La prueba fue similar a la habituacion, pero en este caso los animales
incentivos fueron colocados en cada una de las cajas laterales. En las pruebas las
hembras experimentales pudieron oir, ver y oler a los animales incentivos (machos y
hembras) pero no copular con ellos. Finalmente, se registro el tiempo que los animales
experimentales pasaron en cada una de las zonas incentivas (el criterio utilizado fue
gue las ratonas colocaran sus dos miembros anteriores dentro de la zona) (Ver figura
18). La prueba tuvo duracion de 10 minutos. Antes de cada sesion la arena y las jaulas

de los animales incentivos se limpiaron con alcohol al 70%.
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Figura 18. Prueba de motivacion sexual incentiva. Esta fotografia area se muestra las arenas que se
utilizaron para esta tarea conductual, asi como también se marcan las zonas determinadas como zonas
incentivas (areas sefialadas en rayas de colores). Notese que cerca de las zonas incentivas se aprecian
los compartimentos externos de la arena en donde se introducen a los animales incentivos.

6.3 Preferencia olfatoria

En esta prueba se cuantific6 el tiempo en que los animales pasan oliendo e
investigando los olores sexualmente relevantes. La prueba se realiza en una caja
(40x60x40 cm) con frentes de plastico transparentes que permitia la observacion de los
animales se colocaron tres contenedores distribuidos en las dos esquinas y el otro al
centro las cuales los ratones podian elegir. El orden en que estos contenedores fueron
presentados a cada ratona fue aleatorio. Cada recipiente contenia uno de los siguientes

tipos de aserrin:

1) Aserrin de machos: aserrin previamente expuesto a orina y heces de machos

sexualmente activos.



2) Aserrin de hembras: fue expuesto a secreciones vaginales, orina y heces de
hembras ovariectomizadas tratadas con benzoato de estradiol y progesterona

para mantenerlas sexualmente receptivas.
3) Aserrin limpio: aserrin sin ningun tipo de secrecion ni desecho animal.

Durante la prueba experimental se colocé al animal experimental al centro de la caja
y se registré el tiempo que el raton hembra investigo y olié cada contenedor (Ver figura
19). La prueba se realizé por duplicado de 10 minutos cada una. Las dos pruebas
fueron separadas por al menos 48 hrs. Para el analisis de los datos se utilizé el valor
promedio.

Figura 19. Prueba de preferencia olfatoria. En esta fotografia con vista area, se muestra la caja
experimental en donde se realizé esta tarea conductual. Nétese la distribucion de los contenedores cada
uno con aserrin de macho, hembra y limpio.

6.4 Discriminacion olfatoria a olores relacionados a alimentos.

Los estimulos de los olores relacionados a alimentos fueron esencias de canela y fresa,
las cuales fueron encontradas como estimulos relevantes para los ratones después de
probar una gama de mas de diez aromas entre éstos: citricos, platano, hierbas y
perfumes. El animal experimental se colocdé en una jaula de acrilico, la cual estaba
equipada en su superficie con una rejilla cubierta con una barrera de malla de alambre

de acero inoxidable. Los estimulos olfatorios fueron presentados en un pedazo de papel



filtro con 10pl de cada esencia pegado a un contenedor de plastico que posteriormente
se puso contra la malla de alambre para que los olores volétiles de las esencias
estuvieran disponibles. Cada prueba se compone de dos periodos consecutivos de
exposiciones a la solucion salina seguida de tres presentaciones de cada uno de los
estimulos: canela y fresa. Cada estimulo fue presentado durante 2 minutos, con
intervalos de 1 minuto entre cada uno de los sucesivos. Se registro el tiempo que el
sujeto coloco su nariz contra los barrotes de la red, si el animal investiga el nuevo
estimulo llegamos a la conclusion de que el animal puede discriminar entre los dos

olores (Ver figura 20).
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Figura 20. Prueba de discriminacién olfatoria a olores relacionados a alimentos. En la presente figura se
esquematiza el procedimiento que se llevo a cabo en esta tarea conductual.

6.5 Andlisis de los resultados

Para las pruebas conductuales de motivacion sexual incentiva y las pruebas de
preferencia sexual, se corrid la prueba estadistica no paramétrica de Kruskall-Wallis ya
gue los datos no tuvieron una distribucién normal. Para la prueba de discriminaciéon
olfatoria de olores relacionados a alimentos se corrié la prueba no paramétrica de
medidas repetidas de Friedman. Los datos de la distancia recorrida, la velocidad de
desplazamiento y el registro de tiempo de compartimientos incentivos vacios fueron
analizados mediante una prueba K-Wallis. En caso de obtenerse diferencias
significativas se realiz6 una prueba post hoc U de Mann-Whitney. Las pruebas
estadisticas se corrieron con ayuda de los software comerciales: Statview y GB-Stat
v10.
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7. RESULTADOS

Con la finalidad de conocer la capacidad olfatoria de los ratones 3xTg-AD, se realizaron
las comparaciones entre las edades y los grupos experimentales de las siguientes
tareas conductuales: motivacion sexual incentiva, preferencia olfatoria, y discriminacion

olfatoria a olores relacionados a alimentos.

7.1 Motivacion sexual incentiva

Esta prueba conductual se llevé a cabo en ratonas WT y 3xTg-AD divididas en tres
grupos con relaciéon a su edad: 1) 4-5 meses, 2) 10-11 meses y 3) 16-18 meses.
Posterior a cada prueba se hizo un frotis vaginal a cada ratona experimental con el fin
de establecer en qué ciclo estral se encontraban al momento de la realizacion de la
prueba. Dado lo anterior, los datos conductuales se clasificaron en dos grupos con

relacion a los ciclos: 1) ratonas en anestro (metaestro y diestro) y 2) ratonas en estro.

7.1.1 Distancia recorrida y velocidad de desplazamiento

Previo a la tarea conductual de motivacion sexual incentiva, las ratonas experimentales
se habituaron en las arenas durante tres dias antes de introducir a los animales
incentivos (hembra en estro y macho experto copulador) en los compartimientos
externos de cada arena. Mismo periodo de tiempo en que se obtuvieron datos
concernientes al total de la distancia recorrida (km) y a la velocidad de desplazamiento
(cm/seq) alrededor de la arena al final de cada sesién de habituacién. Lo anterior con la
finalidad de determinar si las ratonas presentaban algun tipo de deficiencia locomotora
que hubiese interferido con los resultados conductuales. En la tabla 1 se muestran los
resultados obtenidos en la medicién de estos dos parametros de distancia (x)°=1.04
P=0.3) y velocidad (x(1)2:2.11 P=0.13) en donde no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de ratonas experimentales WT y 3xTg-AD, lo cual quiere
decir que las ratonas experimentales 3xTg-AD no presentan problemas locomotores
que les impida olfatear cada compartimiento al momento de realizar la tarea de

motivacion sexual incentiva.

36



Velocidad

4- 5 meses

o+l 4+1 0+2 71

10-11 meses

3+1 3+1 6+1 o5+l

4+1 otl 6+1 71

Tabla 1. Las medias y los £+ SEM de la distancia recorrida en km y la velocidad de desplazamiento en

seg/cm que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD previo a la tarea de motivacion sexual
inducida..

7.1.2 Registro de tiempo en compartimientos incentivos vacios.

También previo a la realizacion de la conducta de motivacion sexual incentiva se
promedio el tiempo (segundos) que cada ratona experimental WT y 3xTg-AD paso en
cada compartimiento sin que estuvieran los animales incentivos, es decir, con los
compartimientos vacios, durante los tres dias correspondientes a la habituacion de las

ratonas experimentales al contexto de la arena.

[ wr [ 3xTgAD |
Externo Interno Externo Interno
4-5 meses 9248 101+13 83+13 98+13
10-11 meses 88+18 82+16 60+17 13+26
|i6-18 meses| 104+18 | 84+14 | 108+15 | 98+13

Tabla 2. Las medias y los £ SEM de la distancia recorrida en km y la velocidad de desplazamiento
medida en seg/cm en las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD previo a la tarea de motivacién sexual
inducida..

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en los dos compartimientos de la
arena (externo e interno), sin los animales incentivos, esto con la finalidad de saber si
las ratonas 3xTg-AD presentan problemas de lateralidad, los cuales influyan
negativamente con los datos conductuales. El analisis estadistico no arrojo diferencias

significativas (x()°=0.89 P=0.82) en la preferencia de los compartimientos entre cada
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grupo WT y 3xTg-AD a distintas edades. Lo anterior quiere decir que las ratonas
hembras transgénicas no estan predispuestas a preferir un compartimiento incentivo
per se, por lo que se deduce que su desempefio en la tarea de motivacion sexual
incentiva dependera solamente a la estimulacion olfatoria a olores sexualmente

relevantes.
7.1.3 Motivacion sexual incentiva a los 4-5 meses de edad

En la figura 21 se muestra el promedio de tiempo (seg) obtenido en la tarea de
motivacion sexual incentiva en ratonas WT y 3xTg-AD a los 4-5 meses de edad en el
ciclo de anestro. En el grupo de ratonas WT se encontraron diferencias significativas
(x(1)2:5.58 P=0.01) entre el tiempo que pasan las ratonas experimentales en el
compartimiento del macho con respecto al de la hembra incentivo, siendo este ultimo en
donde registr6 un mayor tiempo. En el caso del grupo 3xTg-AD no se encontraron
diferencias significativas (x(1)2:1.1 P=0.29) dado que pasaron aproximadamente el
mismo tiempo entre el incentivo macho y el incentivo hembra. Lo anterior significa que
las ratonas experimentales de ambos grupos WT y 3xTg-AD no estuvieron motivadas
en pasar mas tiempo en el incentivo macho porque las hembras experimentales no

estaban receptivas debido a su ciclo de anestro.
300 1
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Figura 21. Motivacion sexual incentiva de ratonas de 4-5 meses en anestro. Las medias y los + SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD con cada incentivo durante la tarea
conductual *(U-Mann P<0.05).
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En la figura 22 se grafican los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
motivacion sexual incentiva en ratonas WT y 3XTg-AD de 4-5 meses de edad en el ciclo
de estro. En el grupo WT se encontraron diferencias significativas (x(1)2:4.71 P=0.02)
entre el tiempo que pasaron con ambos incentivos hembra y macho, registrando el
mayor tiempo en el incentivo macho, lo cual significa que las ratonas WT pueden
discriminar entre los olores sexualmente relevantes y que ademas estuvieron motivadas
a pasar mas tiempo con el incentivo macho dado su ciclo de estro en donde se
encuentran sexualmente receptivas las hembras experimentales. Sin embrago, en el
grupo 3xTg-AD la prueba estadistica no reveldé pruebas significativas para los dos
incentivos (x(1)2:0.705 P=0.4), lo cual se sugiere que en esta etapa temprana de la
enfermedad, las ratonas transgénicas tienen una alteracion en la discriminacion de

olores sexuales y por lo tanto influye en su motivacion sexual.
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Figura 22. Motivacion sexual incentiva de ratonas de 4-5 meses en estro. Las medias y los + SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD con cada incentivo durante la tarea
conductual *(U-Mann P<0.05).

7.1.4 Motivacion a olores sexuales a los 10-11 meses de edad

En la figura 23 se muestran los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
motivacion sexual incentiva en ratonas WT y 3xTg-AD de 10-11 meses de edad en el
ciclo de anestro. Los resultados obtenidos en el grupo WT revelaron que no hay
diferencias significativas entre los incentivos (x(1)2:0.92 P=0.33), asi como también no

se encontraron diferencias en el grupo 3xTg-AD (x(1)2=3.69 P=0.54), lo cual significa
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gue las ratonas experimentales no estan motivadas sexualmente debido a la etapa del
ciclo estral al momento de realizar la tarea conductual, y por lo tanto no pasaron mas

tiempo en el compartimiento del macho.
300 1
250 1

200 1
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Figura 23. Motivacién sexual incentiva de ratonas de 10-11 meses en anestro. Las medias y los + SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD con cada incentivo durante la tarea
conductual.

En la figura 24 se grafica el promedio de tiempo que se obtuvo de las ratonas
experimentales WT y 3xTg-AD en la tarea de motivacién sexual incentiva en ratonas de
10-11 meses de edad en ciclo de estro. El andlisis estadistico reveld diferencias
significativas (x(1)2:8.3 P=0.003) entre los compartimientos incentivos en el grupo de
ratonas WT, registrando el mayor tiempo con el incentivo macho respecto al incentivo
hembra, caso contrario del grupo 3xTg-AD en donde no tuvo preferencia especifica
para un incentivo (x(1)2:2.07 P=0.14), lo que sugiere que en las ratonas transgénicas
persiste su alteracion en la discriminacion de olores sexuales y por tal motivo afecta su

motivacion sexual.
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Figura 24. Motivacion sexual incentiva de ratonas de 10-11 meses en estro. Las medias y los £+ SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD con cada incentivo durante la tarea
conductual *(U-Mann P<0.001).

7.1.5 Motivacion a olores sexuales a los 16-18 meses de edad

En la figura 25 se muestran los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
motivacion a olores sexuales en ratonas WT y 3xTg-AD de 16-18 meses de edad en el
ciclo de anestro. Los resultados estadisticos reflejan que en el grupo WT no existe
diferencia significativas entre los incentivos (x(1)2:1.86 P=0.17), asi como también en el
grupo 3xTg-AD (x(1)2:0.49 P=0.48), debido a que en esta etapa de su ciclo estral no se
encuentran receptivas, y por tanto, no prefieren pasar mas tiempo con el macho

incentivo.
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Figura 25. Motivacion sexual incentiva de ratonas de 16-18 meses en anestro. Las medias y los =+ SEM

del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD con cada incentivo durante la tarea
conductual.

En la figura 26 se grafican los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
motivacion a olores sexuales en ratonas WT y 3xTg-AD de 16-18 meses de edad, las
cuales se encontraban en el ciclo de estro. Los resultados muestran que las hembras
WT tienen mayor interés en pasar mas tiempo con el macho incentivo (x(1)2:3.57
P=0.5), sin embargo las ratonas 3xTg-AD no demuestran una motivacion sexual hacia

el macho al no encontrarse diferencias significativas (x(1)2:0.91 P=0.33).
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Figura 26. Motivacion sexual incentiva de ratonas de 16-18 meses en estro. Las medias y los + SEM del

tiempo que pasaron las ratonas experimentales (WT y 3xTg-AD) con cada incentivo durante la tarea
conductual *(U-Mann P<0.5).
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7.2 Preferencia olfatoria

Esta prueba conductual se llevé a cabo en ratonas WT y 3xTg-AD divididas en tres
grupos en relacion a su edad: 1) 4-5 meses, 2) 10-11 meses y 3) 16-18 meses.
Posterior a cada prueba se hizo un frotis vaginal a cada ratona experimental con el fin
de establecer en qué ciclo estral se encontraban al momento de la realizacion de la
prueba, por lo que los resultados conductuales se clasificaron en dos grupos
dependiendo a los ciclos: 1) ratonas en metaestro y diestro (anestro) y 2) ratonas en

estro.
7.2.1 Preferencia olfatoria a los 4-5 meses de edad

En la figura 27 se muestran los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria en ratonas WT y 3xTg-AD de 4-5 meses de edad en el ciclo de
anestro. En el grupo WT no se encontraron diferencias significativas entre los tres tipos
de aserrin (x(5)2:4.05 P=0.13), mismo comportamiento que presentaron las ratonas
3xTg-AD (x(5)2:2.19 P=0.33). Lo cual sugiere que ambos grupos no tuvieron preferencia

sexual de pasar mas tiempo en el aserrin del macho debido a su ciclo estral.
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Figura 27. Preferencia olfatoria de ratonas de 4-5 meses de edad en anestro. Las medias y los + SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de
hembra y en aserrin de macho.
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En la figura 28 se grafican los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria en ratonas WT y 3xTg-AD de 4-5 meses de edad en ciclo de estro.
En el grupo WT se encontraron diferencias significativas (x(5)2:6.14 P=0.046 ) en los
tres tipos de aserrin, ya que discrimina entre el aserrin de hembra y el aserrin de
macho, este Ultimo en donde se registr6 una mayor preferencia. En el grupo 3xTg-AD
también se encontraron diferencias significativas (x(5)2:7.38 P=0.024) para los tres tipos
de aserrin, en donde se observa que discriminé entre los tres tipos de aserrin, y en
donde también se muestra que las ratonas experimentales pasaron mas tiempo en el
aserrin de macho. Estos resultados sugieren que tanto el grupo de WT como el 3xTg-
AD no presentaron ningun deterioro olfatorio ya que tuvieron preferencia de pasar mas

tiempo en el aserrin de macho.
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Figura 28. Preferencia olfatoria de ratonas de 4-5 meses de edad en estro. Las medias y los = SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de hembra
y en aserrin de macho *(U-Mann P<0.05).

7.2.2 Preferencia olfatoria a los 10-11 meses de edad

En la figura 29 se muestran los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria en ratonas WT y 3xTg-AD de 10-11 meses de edad en ciclo de
anestro. En el grupo WT no se encontraron diferencias significativas (x(5)2:1.53 P=0.46)
entre los tres tipos de aserrin. En el grupo 3xTg-AD tampoco se encontraron diferencias
significativas (x(5)2:1.71 P=0.42), lo cual sugiere que al no estar receptivas, no tienen

preferencia olfatoria de olores sexualmente relevantes.
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Figura 29. Preferencia olfatoria de ratonas de 10-11 meses de edad en anestro. Las medias y los + SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de
hembra y en aserrin de macho.

En la figura 30 se grafican los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria en ratonas WT y 3xTg-AD de 10-11 meses de edad en ciclo de
estro. Los resultados mostraron diferencias significativas (xs)°=10.38 P=0.005) entre los
tres tipos de aserrin en el grupo WT y también se observa que las hembras
experimentales pasaron mas tiempo en el aserrin del macho, en comparacién con el
aserrin de hembra., mientras que en el grupo 3xTg-AD sélo pudieron discriminar entre
el aserrin limpio con el aserrin de macho (x(5)2=11.18 P=0.003), sin embargo no
pudieron discriminar entre el aserrin de hembra con el aserrin de macho. Estos
resultados sugieren que el grupo 3xTg-AD tiene una alteracion en su preferencia
olfatoria, al ser incapaces de discriminar entre dos tipos de olores sexualmente

relevantes.
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Figura 30. Preferencia olfatoria de ratonas de 10-11 meses de edad en estro. Las medias y los £ SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de
hembra y en aserrin de macho *(U-Mann P<0.05).

7.2.3 Preferencia olfatoria a los 16-18 meses de edad

En la figura 31 se muestran los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria en ratonas WT y 3xTg-AD de 16-18 meses de edad en ciclo de
anestro. En el grupo WT no se encontraron diferencias significativas (x(5)2:4.45 P=0.61),
asi como también no se encontraron en el grupo 3xTg-AD (x(5)2:3.71 P=0.053). Estos
resultados sugieren que las hembras experimentales de ambos grupos no tienen

preferencia olfatoria en los olores sexuales de macho.
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Figura 31. Preferencia olfatoria de ratonas de 16-18 meses de edad en anestro. Las medias y los + SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de
hembra y en aserrin de macho.
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En la figura 32 se grafican los resultados conductuales obtenidos en la tarea de
preferencia olfatoria de ratonas WT y 3xTg-AD de 10-11 meses de edad en el ciclo de
estro. En el grupo WT se encontraron diferencias significativas en los tres tipos de
aserrin (x(5)2:11.38 P=0.003) y se muestra que discriminan entre el aserrin limpio con
respecto al aserrin de macho, y también discriminan entre el aserrin de hembra contra
el aserrin de macho, ultimo en el cual pasaron un mayor tiempo. Lo anterior sugiere que
las hembras tuvieron preferencia olfatoria para olores sexualmente relevantes de
macho. En contraparte, el grupo 3xTg-AD no presentd diferencias significativas entre
los tres tipos de aserrin (x(5)2:2.19 P=0.33), lo cual sugiere un deterioro en su
preferencia olfatoria al no poder discriminar entre olores sexualmente relevantes.

*

400 1 l \

350 A1
300 1
(@)
(]
&» 250 A
= 200 A W wr
5 B 3xTg-AD
" 150 -

100 A

> J J

0 | || Sl sy
Limpio Hembra Macho
Aserrin

Figura 32. Preferencia olfatoria de ratonas de 16-18 meses de edad en estro. Las medias y los £ SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales WT y 3xTg-AD en el aserrin limpio, en aserrin de
hembra y en aserrin de macho *(U-Mann P<0.05).

7.3 Discriminacion olfatoria de olores volatiles asociados a alimentos

Esta prueba fue utilizada para evaluar la capacidad de discriminacién olfatoria en los
ratones WT y 3xTg-AD, con el fin de saber si éstos ultimos tenian una incapacidad de
detectar olores de alimentos, lo cual supondria que tuvieran una degeneracion en el

bulbo olfatorio principal.

47



7.3.1 Discriminacién olfatoria a los 4-5 meses

En la figura 33 se presenta la grafica de discriminacion a olores volétiles relacionado a
alimentos del grupo de ratones WT de 4-5 mese de edad, donde se muestran
diferencias significativas entre las distintas exposiciones de odorantes (5(7)2= 0.25
P=0.0007), en donde se observan las diferencias en la ultima exposicion de la canela
contra la primera exposicion de fresa, lo cual sugiere que las ratonas pueden

discriminan entre dos olores volatiles.

Tiempo (seg)
w
3

1 2 1 2 3 1 2 3
salina canela fresa

Figura 33. Discriminacion olfatoria de ratonas WT de 4-5 meses de edad. Las medias y los + SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volétiles *(U-Mann P<0.01).

En la figura 34 se muestran los resultados de la tarea conductual de discriminacién de
olores volétiles relacionados a alimentos en donde los resultados muestran diferencias
significativas (¢7)°= 0.25 P=0.0007) en la discriminacién olfatoria. Las diferencias se
pueden observan entre la dltima exposicion de salina contra la primera de canela, y en
la dltima exposicion de canela contra la primera de fresa. Estos datos sugieren que las
ratonas 3xTg-AD no presentan ningun deterioro en su capacidad de discriminar entre

estos olores volatiles.
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Figura 34. Discriminacién olfatoria de ratonas 3xTg-AD de 4-5 meses de edad. Las medias y los + SEM
del tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volatiles *(U-Mann
P<0.01).

7.3.2 Discriminacién olfatoria a los 10-11 meses

En la figura 35 se presenta la grafica de discriminacion a olores volatiles relacionados a
alimentos del grupo de los WT de 10-11 meses de edad, en donde se encontraron
diferencias significativas (g)°= 0.34 P=0.0006), marcadas en la dltima exposicion de
solucion salina contra la primera de canela, y también entre la ultima exposicion a
canela contra la primera de fresa lo cual supone que los animales discriminan entre los

olores. 6 -

Tiempo (seg)
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Figura 35. Discriminacion olfatoria de ratonas WT de 10-11 meses de edad. Las medias y los + SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volatiles *(U-Mann P<0.01).
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En la figura 36 se muestran los resultados de la tarea conductual de discriminacion de
olores volétiles relacionados a alimentos en el grupo de los ratones 3xTg-AD a los 10-
11 meses de edad. A pesar que los resultados mostraron diferencias significativas
(8(7)2: 0.14 P=0.02) entre el total de las exposiciones, no se observaron diferencias
entre la Ultima exposicion de salina contra la primera de fresa, y tampoco entre la ultima
exposicién de canela contra la primera de fresa, que son las comparaciones que se
realizan en esta prueba, por lo que se deduce que los ratones transgénicos a partir de

esta edad tiene un deterioro en la discriminacion de los olores volatiles.

3 —@- 3xTg-AD
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Figura 36. Discriminacion olfatoria de ratonas 3xTg-AD de 10-11 meses de edad. Las medias y los £
SEM del tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volatiles.

7.3.3 Discriminacioén olfatoria los 16-18 meses

En la figura 37 se muestra la grafica de discriminacion a olores volatiles relacionados a
alimentos de ratones controles WT de 16-18 mese de edad, en donde se encontraron
diferencias significativas (5(7)2: 0.088 P=0.03) que se reflejan en la ultima exposicién a
canela contra la primera de fresa lo cual supone que los animales pueden discriminar

entre ambos olores volatiles.
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Tiempo (seg)

Figura 37. Discriminacion olfatoria de ratonas WT de 16-18 meses de edad. Las medias y los + SEM del
tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volatiles.

En la figura 38 se muestran los resultados de la tarea conductual de discriminacion de
olores volatiles relacionados a alimentos en los ratones 3xTg-AD a los 16-18 meses de
edad. Los resultados estadisticos muestran diferencias entre todas las exposiciones
(5(7)20.14 P=0.007) sin embargo, estas no se hacen evidentes entre la Ultima exposicion
de salina contra la primera de canela, y entre la Ultima exposicion de canela contra la

primera de fresa. Por lo que los datos sugieren que los ratones transgénicos tienen una

salina
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fresa

deficiencia olfatoria al no poder discriminar entre los olores volatiles.
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Figura 38. Discriminacion olfatoria de ratonas 3xTg-AD de 16-18 meses de edad. Las medias y los +
SEM del tiempo que pasaron las ratonas experimentales en las exposiciones de olores volatiles.
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8. DISCUSION

Los resultados de este trabajo responden la hipdtesis planteada acerca de que al
menos la ratona transgénica para la EA manifiesta un deterioro en la prueba de
motivacion sexual incentiva a partir de los cuatro y cinco meses como se observan en
las figuras 22, 24 y 26. Por otro lado se observé que la motivacion sexual en el WT
depende de la etapa del ciclo estral en la que se encuentran, como se indican en las
figuras 21y 22, 23y 24, 25y 26, lo anterior coincide con lo reportado en los trabajos de
Agamo, 2003 en donde se relaciona la respuesta de la conducta olfatoria a los olores
sexuales relevantes con la etapa del ciclo estral. En la prueba de motivacion sexual el
ratdbn pone a prueba tres de los cinco sentidos: el olfato, la vision y el oido, ya que la
ratona experimental no sélo puede oler los olores que secretan los ratones incentivos,
sino que también pueden verlos a través de las mallas que tienen cada contenedor
externo, y también puede escuchar los sonidos pre-copulatorios que emiten los machos
incentivos, por lo que debido a que nuestro interés era saber si en especial el olfato es
el que se encuentra alterado en el modelo transgénico para la EA, fue que se realizo la
prueba de preferencia olfatoria, la cual sélo esta limitada al sentido de la olfaccién. Asi
en este modelo transgénico se encontré una disminucion significativa en los olores
sexualmente relevantes en la prueba de preferencia olfatoria con referencia al ciclo
estral es claro que las ratonas en estro tanto WT y 3xTg-AD juveniles mostraron
diferencias significativas en relacion con el estadio de anestro (ver figuras 27 y 28),
efecto que se repite sélo en el grupo WT a los 10-11 meses figura 30 y es mas marcada
en las seniles WT en estro en la figura 32. Hasta el momento se conocia que el 3xTg-
AD tenia alteraciones en la motivacion y preferencia de olores sexualmente relevantes,
cuyo sistema encargado de reconocerlos es el érgano vomeronasal. Por lo que era
importante evaluar la tarea conductual de discriminacion olfatoria a olores volatiles
relacionados a alimentos cuyo sistema responsable de detectarlos es el epitelio
olfatorio. Asi mismo, se encontré que el grupo 3xTg-AD a la edad de 10-11 meses
fueron incapaces de discriminar entre olores relacionados a alimentos en este caso en
particular a la fresa y la canela (figura 36). Es evidente que los animales seniles WT y
3xTg-AD con la progresion respecto a la edad mostraron menos tiempo de exploracion
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en las pruebas de discriminacion olfatoria como se muestra en las figuras 37 y 38
comparadas con las figuras de la 33 a la 36 en donde el tiempo de exploracion fue al
doble para los animales de 4 a 5 meses. Cuando se considerd la distancia recorrida y la
velocidad de desplazamiento en la prueba de motivacion sexual incentiva fueron
medidas como un parametro adicional de la respuesta de estos animales en donde no
se encontraron diferencias significativas, lo que nos sugiere que los animales
transgénicos no tuviesen una alteracion locomotora asociada a la enfermedad a pesar
de la avanzada edad, dado que cada ensayo se midié6 durante 10 minutos y los
animales fueron capaces de recorrer en promedio entre 5 km y 4 km respectivamente,
sin embargo no se encontraron diferencias significativas por las desviaciones estandar.
(Tablas 1y 2).

En la literatura se sabe que la disfuncion olfatoria se presenta en una etapa
temprana de la EA en la que se afecta la habilidad de identificar, reconocer y detectar
olores. De hecho es una caracteristica mas destacada en los primeros inicios de la EA.
Asi lo han revelado numerosos experimentos que van desde las primeros pruebas
olfatorias relacionados con la EA en la década de los 80’s, que revelaron una
disminucién en la capacidad de discriminacioén olfatoria a causa de la enfermedad, y
han sido de gran utilidad con la finalidad de detectar la patologia antes de la
manifestacion de otros sintomas clinicos caracteristicos del Alzheimer (Serby et al.,
1996).

La capacidad de diferenciar el rendimiento de memoria olfativa de acuerdo a la
EA temprana se ha investigado y han descubierto un deterioro en la identificacion del
olor en comparacion con sus homoélogos controles. La influencia genética de la
apolipoproteina €4 sobre el olfato ha sido examinada y se ha encontrado un deterioro
en la deteccién e identificacion de olores. Por lo que también, se ha propuesto que esta
disminucién se deba por la degeneracion detectada en la region entorrinal en particular
del hipocampo y la corteza orbital frontal y de ciertas areas de asociacion del neocortex,
lo cual interrumpe la transferencia de la informacion del olfato lo que da lugar a un
deterioro de la memoria olfativa. Por lo que se sugiere que estas afectaciones también

pudieran estar presentes en los 3xTg-AD en vista de los resultados obtenidos en este
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trabajo. Por lo tanto, el uso de pruebas olfatorias contrarrestadas por pruebas cognitivas
pueden servir de diagnéstico, particularmente si estos se miden a individuos en

situacion de riesgo para desarrollar la EA (Handley, et al., 2006).

Hasta este trabajo, en la literatura no se habia reportado un estudio cronoldgico
con respecto a los olores sexualmente relevantes y los olores volatiles en el raton
transgénico 3xTg-AD. Sdlo se tenia conocimiento del trabajo reportado por Cassano,
2011 quien identifico un deterioro olfatorio en el 3xTg-AD a los 18 meses de edad,
ademas que anteriormente se habia observado la presencia de la agregacion de
amiloide en el bulbo olfatorio mediante Western-blot (Oddo, et. al. 2003), lo cual sugeria
podria estar afectado sin embargo, no se habia hecho un estudio minucioso acerca de
la alteracion conductual de las diferentes estructuras que procesan los olores a los
alimentos y los olores sexualmente relevantes en distintas etapas de su ciclo estral, por

ello la importancia y la originalidad de este trabajo.

Como se habia discutido en los antecedentes, se sabe que en humanos el primer
sentido que se pierde con esta patologia es la olfaccidén y en este modelo transgénico, a
reserva de ampliar el nimero de pruebas y la precision de las mismas, se sugiere que
esto también se cumple. Lo anterior es relevante ya que este modelo puede ser de gran
utiidad para probar diferentes estrategias terapéuticas con el fin de revertir las

alteraciones presentes en esta patologia de tipo demencial.

Como se habia discutido previamente, existen numerosas alteraciones
morfologicas que se han descrito en la via olfatoria en la EA. Distintos autores han
reportado la presencia de un nimero moderado de MNFs y de algunas placas seniles
en el tracto olfatorio y en el nacleo anterior olfatorio. Por otro lado, los estudios
neuroquimicos indican que la actividad de la acetiltransferasa colina se encuentra
disminuida en los tubérculos olfatorios en sujetos con EA. Estas observaciones junto
con las alteraciones morfologicas descritas en los antecedentes, respaldan la hipotesis
de que la via olfatoria es el sitio temprano de dafio en el Alzheimer (Mann et al., 1988,
Samudralwar et al., 1995). Por lo anterior, se sugiere realizar estudios histolégicos en

los ratones 3xTg-AD con la finalidad de comprobar si las alteraciones conductuales
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descritas en este trabajo, son debidas a la acumulacion de AB y a las MNFs en las

diferentes zonas involucradas en la via olfatoria.

Finalmente, es importante recordar que hoy en dia, la enfermedad sélo puede
ser confirmada en su totalidad a través de los estudios post mortem, por ello se
necesitan obtener mas estrategias para el diagnéstico de la EA con la finalidad de
evaluar apropiadamente al paciente e intervenir clinicamente al sujeto (Schiffman et al.,
2001).

9. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en este proyecto sugieren que las ratonas 3xTg-AD presentan
alteraciones en su motivacion sexual a partir de los 4-5 meses de edad al no pasar mas
tiempo con el macho incentivo, pese a que estuvieran en una etapa de receptividad de
su ciclo estral. También se comprobd que estas mismas ratonas receptivas tienen un
deterioro en su preferencia olfatoria para los olores sexualmente relevantes a partir de
los 10-11 meses de edad., misma edad en la que también muestran una alteracion en
la discriminacion olfatoria para los olores volatiles relacionados con alimentos. Por
altimo se demostré que las ratonas WT y 3xTg-AD no presentaron problemas de

locomocién ni de lateralizacion al momento de realizar las tareas conductuales.
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edad en estro
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de edad

40

41

42

42

43

44

45

45

46

47
48

49
49

50
51

51

68



12. Tablas
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