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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) se caracteriza por la alteracién temprana de la
memoria y el deterioro progresivo de las facultades cognoscitivas que estan
correlacionadas con los niveles elevados de la proteina beta amiloide (PBA) en su
estado soluble. Por ello, se ha propuesto que la PBA afecta las funciones
cognoscitivas al alterar la actividad de varios circuitos neuronales, entre los cuales
uno de los afectados en las etapas tempranas de la EA es el hipocampo, donde se
observa una alteracién de la actividad espontanea en la regién CA1, alterando
funciones como la memoria y el aprendizaje. Actualmente se sabe que la PBA
desencadena una cascada de transduccién la cual se ve implicada en la alteracion
de la actividad oscilatoria y se propone a los canales de K* sensibles a ATP como
un posible blanco de dicha cascada transduccional. Se ha observado en distintos
modelos experimentales que los canales de K* sensibles a ATP correlacionan con
el deterioro causado por la PBA tanto en humanos como en ratones transgénicos.
Por lo anterior, se evallo si los canales de K™ sensibles a ATP participan en los
efectos producidos por la PBA en el circuito hipocampal. Para ello se registré la
actividad espontanea de la region CA1 en rebanadas de hipocampo obtenidas de
animales de 7 a 10 semanas posteriormente se aplicé los bloqueadores de los
canales de K' sensibles a ATP (Tolbutamida y Glibenclamida) y el activador
(Diazoxida) y se agregd la PBA para observar su inhibicién. Nuestros resultados
muestran que los blogueadores de los canales de K™ sensibles ATP aumentan la
actividad espontdnea de la region CA1 del hipocampo y evitan la inhibicion que
produce la PBA sobre la misma. El abrir de los canales de K* sensibles a ATP
disminuye la actividad del circuito hipocampal y ocluye el efecto de la PBA sobre la
misma. Estos resultados indican que la inhibicibn de la actividad hipocampal
producida por la PBA involucra la activacién de los canales de K* sensibles a ATP
y podria estar relacionado con las alteraciones que se observan en la EA.

(Palabras clave: Proteina Beta Amiloide, Circuito Hipocampal, Canales de K*
sensibles a ATP, EA)
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Il. Introduccion

Leo una y otra vez el mismo libro y cada vez es para mi algo nuevo (Furtmayr-Schuh, 1995).

1. La Enfermedad de Alzheimer

En Noviembre de 1901, Alois Alzheimer (Fig.1) admiti6 como paciente a
Auguste D., de 51 afios de edad, debido a que ella presentaba pérdida progresiva
de la memoria, la coordinacion motora, asi como delirios y alucinaciones.
Alzheimer describi6 que dicha paciente estaba desorientada espacial y
temporalmente, asi como confundida y ansiosa. También noto, que la paciente
hablaba claramente, pero detenia la conversacion como si estuviera perdida o
indecisa acerca de lo que estaba diciendo. Al leer, la paciente pronunciaba las
palabras como si no tuviesen significado o deletreandolas. Al escribir, la paciente
repetia silabas constantemente y omitia letras o silabas enteras. Al dirigirse a
temas especificos, la paciente evadia las preguntas o respondia con
conversaciones que no tenian relacion alguna con lo que se le cuestionaba.
Frecuentemente, hablaba de manera espontanea, parafraseando y usando de
manera inapropiada las palabras (dandole un significado erréneo) o con
secuencias de palabras sin coherencia. Cuando se le mostraban objetos, la

paciente no los reconocia y no sabia cémo utilizarlos (Alzheimer, 1907)

......

# i
Figura 1. Foto de Alois Alzheimer y Auguste D.(tomada de http://alzheimer.medico-guia.com/wp-

content/10688 9996316861.jpg. http://www.kleinlab.org/about_alzheimers.htm )




Después de la muerte de Auguste D., en abril de 1906, a los 55 afos de
edad, el estudio anatomo-patolégico de su cerebro reveld atrofia cortical y
subcortical asociada a marafas neurofibrilares y placas seniles en toda la corteza
cerebral. Tales cambios histoldgicos fueron relacionados a la sintomatologia antes
descrita (Alzheimer, 1907). El 3 de noviembre de 1906, en la 372 sesién de la
Sociedad Alemana de psiquiatras del Suroeste en Tubingen, Alemania, Alois
Alzheimer presentd las caracteristicas clinicas y neuropatolégicas de lo que Emil
Kraepelin (1910), posteriormente, denominaria Enfermedad de Alzheimer (EA).

Actualmente se sabe que el curso clinico de la EA eventualmente lleva a la
demencia, al dafo de las funciones motoras vy, finalmente, a la muerte (Palmer et
al., 2002). La evolucién de la EA puede prolongarse un poco mas de una década,
y la exacerbacion progresiva de los sintomas refleja una expansion gradual de las
alteraciones en la funcionalidad del cerebro (Palmer et al., 2002). En este sentido,
durante la evolucidén de la enfermedad, las alteraciones histopatolégicas se
observan inicialmente en regiones limbicas, incluyendo la corteza entorrinal y el
hipocampo. Después, las alteraciones se propagan a la neocorteza, para
eventualmente afectar distintos nucleos subcorticales como el hipotdlamo (Selkoe
et al., 2003; Palmer et al., 2002).

Actualmente, la EA se define como una “patologia neurodegenerativa,
progresiva e irreversible, caracterizada por la alteracién temprana de la memoria y
el deterioro progresivo de las facultades cognoscitivas del paciente” (Terry et al.,
1991; Selkoe et al., 2003). La EA es la primera causa de demencia y se estima
que, como consecuencia del incremento de la poblacion adulta mayor, en los
proximos anos habra un incremento de la prevalencia de la misma (Wimo et al.,
2003). De hecho, la Organizacion Mundial de la Salud pronostica que para el ano
2050 habra 114 millones de seres humanos con EA, en comparacion con los 25,5
millones que padecian esta enfermedad en el afio 2000 (Wimo , Winblad , AgUero-
Torres., 2003).

La identificacion de la Proteina Beta Amiloide (PBA) como el componente
de las placas seniles y de la proteina tau como el componente principal de las

marafnas neurofibrilares marcé el inicio de la era moderna de la investigacién
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sobre la EA (Goedert, et al., 2006). Esta tesis esta enfocada a los procesos
patolégicos que desencadena la PBA, pero antes describiremos las caracteristicas
clinicas y el diagnostico de la EA con el fin de relacionar a esta proteina con la
fisiopatologia de la enfermedad.

1.1 Caracteristicas y diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer.

Las demencias son padecimientos que se expresan mas frecuentemente
conforme se envejece. Un meta-analisis realizado por Lopes y Bottino (2002)
revela que la prevalencia de demencia va en aumento, en todo el mundo, en
relacion al grupo etario. Se ha observado una prevalencia de demencia de cerca
del 3% en los individuos entre los 70-75 anos, de 16% entre los individuos de 80-
84 anos, de 38% entre los individuos de 90-94 afos y del 55% para individuos
mayores de 95 afnos. En todos los estudios analizados por estos investigadores, la
EA es la causa mayor de demencia en adultos mayores, llegando incluso a
encontrarse una proporcion de 5 a 1 comparada con otros tipos de demencias
(Lopes y Bottino, 2002).

El diagnéstico de la EA, de acuerdo con el DSM-IV, se realiza en el
apartado de los trastornos de «Demencia». Esta se caracteriza por el desarrollo de
multiple déficit cognoscitivo (que incluye el deterioro de la memoria), debidos a los
efectos fisiolégicos directos de una enfermedad médica, a los efectos persistentes
de una sustancia o a multiples etiologias (<biblio>). El inicio de la demencia tipo
Alzheimer es gradual e implica un deterioro cognoscitivo continuo. Debido a la
dificultad de obtener pruebas histopatolégicas directas de la presencia de la EA
(se obtienen regularmente postmortem) se han creado distintas herramientas para
diagnosticarla como son pruebas cognoscitivas, que se utilizan rutinariamente
para determinar el grado de Demencia Clinica (CDR, Clinical Dementia Rating;
Davis & Chisholm, 1997; Haraoutunian et al., 1998). Sin embargo, dichas pruebas
no son concluyentes y presentan un poder diagnostico significativo solo en los
pacientes en etapas tardias de la EA (Davis & Chisholm, 1997; Haraoutunian et
al., 1998). Recientemente esta bateria de pruebas cognoscitivas ha sido asociada
a la marca obtenida con “El componente-B Pittsburgh” (PiB, por sus siglas en
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inglés; Klunk et al., 2004). El PiB es un compuesto capaz de unirse selectivamente
a los depdsitos de la PBA, en los cerebros de humanos, que puede ser detectado
con tomografia por emision de positrones (PET, por sus siglas en inglés; Klunk et
al., 2004). En el diagnéstico de la EA, también se utiliza la resonancia magnética
(MR, por sus siglas en ingles), como una técnica que permite obtener imagenes
detalladas del volumen cortical, a través de la alineacién magnética de los atomos
de hidrégeno, sin necesidad de radiacion i6nica (Barber, 2010). Otro método
diagnostico para la EA, es la cuantificacion de la PBA soluble y la proteina Tau en
el liquido cefalorraquideo (LCR) (Selkoe et al, 1993; Tolnay Probst, 2003; Barber,
2010). En las etapas tempranas de la EA, la concentracion de la PBA en el LCR se
encuentra elevada (Davis & Chisholm, 1997; Haroutunian et al., 1999) y a medida
que progresa la EA, su concentracién disminuye, debido a que aparecen los
depdsitos de la PBA insoluble en estructuras corticales (Naslund et al., Fjell et al.,
2010; Barber, 2010). En combinacién con la disminucién en los niveles de la PBA,
el aumento de la concentracién de la proteina Tau en el LCR esta correlacionada
con el grado de avance de la EA en etapas tardias (Fjell et al., 2010; Mulder et al.,
2010) La presencia de ambos marcadores en el LCR, permite diferenciar la
demencia tipo EA, de otros tipos de demencias, como la demencia vascular o la
demencia fronto-temporal (Fjell et al., 2010). Otra técnica ampliamente utilizada en
el estudio y diagnéstico de la EA es el electroencefalograma (EEG) (Adler et al.,
2003; Lee et al.,, 2010). En los pacientes con EA, se ha reportado un
enlentecimiento del EEG que consiste en una disminucion en las oscilaciones
rapidas (alfa-gamma) acompafnada de un incremento en las oscilaciones lentas
(delta), principalmente en las regiones temporales de la corteza, asi como un bajo
indice de coherencia entre estructuras, lo que se asocia a una desincronizacion
cortical (Adler et al., 2003; Lee et al., 2010). Desafortunadamente, el diagnéstico
definitivo de la EA sélo se obtiene con el andlisis histopatolégico postmortem del
cerebro del paciente donde se observan las maranas neurofibrilares y las placas
seniles (Jalpert, 2008; Selkoe et al, 2003)
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1.2 Sintomatologia de la Enfermedad de Alzheimer.

Durante la evolucién de la Enfermedad de Alzheimer se pueden observar
tres etapas bien definidas, llamadas etapas temprana, media y tardia (Jalbert et
al., 2008).

El inicio de las manifestaciones clinicas de la EA (etapa temprana) es casi
imperceptible, y frecuentemente los familiares y amigos del individuo pueden
considerarlo como manifestaciones comunes del proceso de envejecimiento
(Salloway, 2009; Jalbert et al., 2008). Sin embargo, durante esta etapa el individuo
presenta periodos de perseverancia (repite conversaciones una y otra vez),
alteraciones de memoria reciente y confusién acerca de informaciéon adquirida
recientemente (Salloway, 2009; Selkoe et al., 2003). De hecho, se observa un
deterioro leve de las facultades cognoscitivas del paciente, con muy poco deterioro
de otras capacidades (Jalbert et al., 2008; Selkoe, 2003). Por ejemplo, se pueden
presentar alteraciones leves del lenguaje aun cuando las funciones motora y
sensorial permanecen normales (Selkoe et al., 2003). Los individuos gradualmente
desarrollan desorientaciéon temporal (no saben la hora del dia, o el dia de la
semana en que viven) y dificultad para realizar tareas complejas (Jalbert et al.,
2008; Selkoe et al.,, 2003). Adicionalmente, durante esta etapa, se observan
alteraciones en la conducta, tales como desinterés en actividades recreativas,
apatia e inestabilidad emocional, asi como desorientacion espacial (perderse en
lugares conocidos) y dificultad para realizar operaciones matematicas (Selkoe et
al., 2003).

En la etapa media de la EA, las manifestaciones antes descritas se hacen
mas evidentes y los pacientes empiezan a depender de familiares y amigos para
su cuidado (Jalbert et al., 2008). En pocos afnos, los pacientes presentan deterioro
en funciones motoras, incluyendo la capacidad para llevar a cabo tareas manuales
estereotipadas (por ejemplo trabajos artesanales, escritura o dibujo), alteracion del
equilibrio y problemas para caminar (Jalbert et al., 2008; Selkoe et al., 2003).
Ademas, los pacientes se ven incapacitados para vivir de manera independiente,
ya que se les dificulta realizar actividades cotidianas como hacer las compras,
tareas de aseo o preparacién de alimentos (Jalbert et al., 2008; Selkoe et al.,
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2003). Entre los sintomas neuropsiquiatricos que pueden manifestarse en esta
etapa, se incluyen agresividad, reacciones emocionales exacerbadas, confusién,
desordenes de expresidbn emocional involuntaria, irritabilidad, alucinaciones,
depresién, ansiedad, estrés, agnosia, pensamiento y lenguaje desorganizado asi
como deterioro de la atencion (Jalbert et al., 2008; Selkoe et al., 2003; Salloway,
2009). En la etapa media, la alteracion de la orientacién espacial incrementa y
algunos pacientes pueden incluso perderse dentro de su casa (Mayeux, 2003).

Asi mismo, las alteraciones en la memoria son mas evidentes, viéndose
comprometida la formacién de la memoria a corto plazo. En esta etapa, la
memoria episddica, la memoria semantica y la memoria implicita se ven menos
afectadas (Mayeux, 2003). La sintomatologia de la etapa media puede
mantenerse por una década o mas (Jalbert et al., 2008). Durante este periodo la
EA evoluciona gradualmente hasta que se presenta un grado severo de demencia
en la cual la memoria a largo plazo también se ve afectada, con total
desorientacion y con deterioro practicamente en todas las habilidades
cognoscitivas (Jalbert et al., 2008).

Finalmente, en la etapa tardia, el individuo depende completamente de
familiares para su cuidado. Debido a la apraxia, los pacientes tienen que
permanecer en cama 0 moverse con ayuda de una silla de ruedas (Selkoe et al,
2003). Ademas, los pacientes presentan dificultad para ingerir alimentos,
incontinencia intestinal y/o urinaria (Jalbert et al., 2008). Para estos pacientes es
imposible realizar actividades sencillas como el aseo personal (Jalbert et al., 2008)
y son incapaces de comunicarse (Jalbert et al., 2008). Sin embargo, a pesar de la
pérdida de la capacidad linguistica, en periodos de lucidez breves, pueden
comprender y demostrar expresiones afectivas. La severidad de la agnosia
incrementa incluso hasta desconocer su propia imagen. En algunos pacientes hay
desérdenes del suefio y se vuelven mas susceptibles a presentar dificultades
respiratorias (Jalbert et al., 2008; Selkoe et al., 2003), lo que eventualmente lleva a
la muerte (Selkoe et al., 2003).
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2. Marcadores histopatoldgicos de la EA

2.1 Ovillos neurofibrilares

Las maranas u ovillos neurofibrilares estan constituidos de filamentos
helicoidales apareados que se encuentran dentro del cuerpo de las neuronas y en
sus dendritas proximales (Fig. 2). Los filamentos helicoidales apareados estan
formados por la isoforma no soluble de la proteina asociada a microtubulos TAU
(Igbal, Wisniewski, Shelanski et al., 1974; Grundke-Igbal, Igbal, Quinlan et al.,
1986). La proteina TAU deja su conformacién soluble, durante la EA, al
encontrarse hiperfosforilada (Grundke-Igbal, Igbal, Tung et al., 1986), lo que
compromete su funcidén estructural en el citoesqueleto (Grundke-Igbal, Igbal,
Quinlan et al., 1986). La afectacion de la proteina TAU compromete también el
transporte axonal, lo que eventualmente mata a las neuronas que dejan tanto sus
cadaveres como sus marafas neurofibrilares en el liquido intersticial, donde
interactuan con agregados de la PBA para formar las placas seniles (Selkoe et al.,
1996). Las marafias u ovillos neurofibrilares se pueden observar en un primer
momento en la corteza entorrinal y el hipocampo, para luego extenderse al resto

de la neocorteza (Braak, 1991).

Figura 2 Maraiias neurofibrilares. Se observa el hipocampo (y un
acercamiento de la regién CA1) con las marafas u ovillos
neurofibrilares marcados con la técnica de inmunohistoquimica. El
color café muestra agregados de la proteina TAU, en estado
hiperfosforilado. (Modificado de Paulson B, Ramsden M, Forster C et
al 2008).

2.2 Placas Seniles

Las placas seniles estan formadas principalmente por la agregacion
extracelular de la PBA (Fig.3; Glenner, Wong, 1984). Se han observado dos tipos
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principales de placas seniles en los cerebros de los enfermos de la EA: las placas
neuriticas y las placas difusas (Wang et al., 2004; Selkoe et al., 1996). Las placas
neuriticas contienen agregados densos de fibrillas de amiloide que estan rodeadas
por axones y dendritas (neuritas) distréficos, asi como de astrocitos y microglia
(Morris 1995 citado en Wang et al., 2004; Selkoe et al., 1996). Las placas difusas
contienen amiloide no estructurado que no esta rodeado por restos neuronales
(Wang et al., 2004). Las placas amiloideas se encuentran en zonas cerebrales
especificas: En la etapa temprana de la EA aparecen en las estructuras mediales
del Iébulo temporal, la corteza entorrinal y el hipocampo. En la fase tardia de la
enfermedad las placas aparecen en las 4reas asociativas temporales y en la

corteza parietal (Braak,1992).

Figura 3 Placas seniles. Se
observa una imagen de
microscopia de luz con la tincién
de inmunoperoxidasa se observa
con una flecha agregados de
PBA, uno de los marcadores
caracteristicos presentes en la EA
(Modificado de Khan A, Xiao,
Banwait S et al 2007)

cl sopm

3. La Proteina B- Amiloide y su participacion en la fisiopatologia de la
EA

3.1 La Proteina - Amiloide
Cuando Alois Alzheimer describié las caracteristicas histologicas del
cerebro de su paciente Auguste D. encontré las llamadas placas seniles que estan
formadas por agregados proteicos extracelulares de la PBA (Gleneer; Wong,
1984). La PBA es un péptido cuyas formas mas comunes se constituyen de 40 a
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42 aminoacidos (Selkoe et al., 2001). Estas proteinas se forman mediante la
degradacién proteolitica de la proteina precursora del amiloide (APP, por sus
siglas en inglés) (Selkoe et al., 2001). La APP es una proteina transmembranal
que se codifica en un gen localizado en la region intermedia del brazo largo del
cromosoma 21 (Coria, et al., 1994). La APP contiene un dominio extracelular,
relativamente largo y un dominio intracelular pequerio (Turner et al., 2003). Existen
varias isoformas de esta proteina, que constan de entre 751 y 770 aminoacidos, y
que son expresadas en cualquier tipo celular (Turner et al., 2003). En el cerebro, la
isoforma predominante de la APP tiene 695 aminoacidos y es casi exclusiva de las
células neuronales (Turner et al., 2003; Pena et al., 2006; Selkoe et al., 2001;
Annaert, 2002). Sin embargo, existe una variante, conocida como APPican, que se
expresa exclusivamente en astrocitos (Annaert, 2002; Turner et al., 2003).

La APP tiene una vida media relativamente corta (de 45 a 60 minutos),
durante la cual es procesada por distintas vias proteoliticas (Selkoe et al., 2001;
Annaert, 2002). En general, existen dos vias de degradacién de la APP, conocidas
como via no amiloidogénica y la via amiloidogénica (Fig.4) (Selkoe et al., 2001;
Annaert, 2002).

VIA NO AMILOIDOGENICA VIA AMILOIDOGENICA

Monémero Oligémeros
Soluble BA Solubles
—_ g
Oligomerizacién ( )
—

GRS SRR \

Protofibrillas
Solubles BA

\

Fibrillas Insolubles pA
(Placas Seniles)

Figura 4. Via metabolica de degradacion de la APP. Via no amiloidogénica: La
protedlisis del dominio transmembranal por la a secretasa libera un fragmento soluble
(sAPPa), derivado del segmento amino-terminal, al espacio extracelular. Por su parte la
y secretasa rompe el fragmento carboxilo terminal y libera el péptido intracelular AICD
y el residuo p3.Via amiloidogénica: La enzima [ secretasa rompe a la APP en el
dominio extracelular y libera un fragmento soluble (sAPPB). La y secretasa rompe el
fragmento carboxilo terminal (FCT), para liberar un dominio intracelular (AICD) y al
péptido BA al espacio extracelular. Una vez producido el péptido BA, éste tiende a
agregarse en el espacio extracelular formando inicialmente oligbmeros solubles v,
eventualmente, formas fibrilares (Modificado de Wilquet V. 2004; lwata N. 2005.)
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La via amiloidogénica de degradacién de la APP involucra la protedlisis
producida por la B-secretrasa (Annaert, 2002; Wilquet, 2004), que genera un
fragmento amino terminal que permanece asociado a la membrana (Selkoe et al.,
2001; Wilquet, 2004; Turner et al., 2003). Este ultimo fragmento es hidrolizado por
la y-secretasa, lo que genera la PBA de 40 o 42 aminoacidos y un residuo que se
libera al citoplasma conocido como AICD. Una vez formada la PBA, especialmente
la isoforma de 42 aminoacidos, se produce su agregacion en oligdémeros solubles
y, eventualmente, en protofibrillas que se depositan en el espacio extracelular
formando las placas seniles o neuriticas (Figura 3; Wilquet, 2004; Turner et al.,
2003).

Antes de revisar los efectos patolégicos producidos por la PBA, es
importante mencionar que esta proteina es producida constantemente y se
encuentra en el liquido intersticial, el liquido cefalorraquideo y en la sangre de
individuos sanos (Selkoe et al., 2001). De hecho, diversos investigadores han
demostrado que la PBA juega un papel fisiolégico en condiciones normales. Se ha
propuesto que la PBA podria actuar como un regulador de la funcién de canales
ibnicos y de receptores neuronales (Esteban, 2004). En un estudio realizado por
Kamenetz et al. (2003), se demostré que la actividad neuronal modula la
formacién y secrecion de PBA en rebanadas de hipocampo. Cuando hay un
incremento en la actividad neuronal se promueve la formacién de PBA y la
formacién de PBA deprime la funcién sinaptica. Se ha planteado que la falla en
esta funcion homeostatica podria llevar a la alteracion de la actividad neuronal y
eventualmente a la EA (Kamenetz et al., 2003; Cirrito et al, 2005).

Una vez que la PBA se encuentra incrementada en solucion, tiende a
desarrollar un proceso de agregacién que lleva a la formacién secuencial de
oligbmeros solubles, fibrillas solubles y eventualmente fibrillas insolubles (Wilquet,
2004; Iwata et al., 2005). Diversos investigadores han reportado que los
oligbmeros solubles de Ila PBA, a concentraciones nanomolares, estan
involucrados en el deterioro de las funciones del sistema nervioso y en la
generacién de los sintomas iniciales de patologias como la EA (Lue et al, 1999;
Naslund et al, 2000). De la misma forma, otros estudios muestran que la cantidad
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de oligbmeros solubles de bajo peso molecular de PBA esta correlacionada con el
grado de deterioro cognoscitivo en pacientes que presentan demencia temprana
(Tabla I; Lue et al, 1999; Né&slund, 2000; Pefia et al., 2006). Recientemente, se
han revelado varios de los mecanismos celulares que participan en las
alteraciones cognoscitivas producidas por la PBA. Entre éstos podemos incluir
alteraciones en la excitabilidad neuronal (Wilquet et al, 2004; Koffie, 2009),
alteraciones en la transmision sindptica y en su plasticidad (Walsh et al, 2002;
Wilquet, 2004; Balleza-Tapia et al., 2010) y, eventualmente, la neurotoxicidad
(Wilquet et al, 2004). Sin embargo, existen dos mecanismos celulares que han
sido relacionados con las capacidades cognoscitivas y que podrian ser la base de
los efectos nocivos de la PBA. El primero es el fendmeno plastico denominado
Potenciacién de Largo Plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y el segundo es la
generacion de Patrones de Oscilacién Poblacional en diversos circuitos
neuronales. En cuanto al primero, hay reportes que indican que la PBA disminuye
la generacion de la LTP, tanto in vivo como in vitro, en diversas estructuras como
el hipocampo, la corteza y la amigdala (Walsh et al, 2002; Wang et al, 2004). Sin
embargo, hay también muchos reportes que no han podido corroborar dichos
hallazgos (Cullen et al., 1996; Hsia et al., 1999; Fitzjohn et al., 2001; Sun, 2002), e
incluso existen evidencias de que la PBA aumenta la induccion de la LTP tanto in
vitro (Wu 1995; Koudinov, 2004), como en ratones transgénicos in vivo (Parent
1999; Jolas 2002). En vista de que la PBA produce efectos contradictorios sobre la
LTP y que estos efectos no se asocian necesariamente al deterioro cognoscitivo
que ésta produce (Pefia et al., 2006), ultimamente se ha expandido el estudio de
los efectos de la PBA a la generacidon de patrones oscilatorios por distintos
circuitos neuronales. Por ejemplo, recientemente, Scott y colaboradores (2012),
encontraron alteraciones en la generacién de distintos patrones oscilatorios
poblacionales en el hipocampo de roedores transgénicos que sobreproducen la
PBA y presentan deterioro cognoscitivo. Este tipo de hallazgos, asi como los de
nuestro propio grupo de trabajo que demuestran que la aplicaciéon directa de la
PBA altera las oscilaciones poblacionales en el hipocampo y la corteza entorrinal,
nos permiten sugerir que la PBA altera la actividad eléctrica poblacional y que esto
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pudiera estar asociado al deterioro cognoscitivo que la PBA produce (Pena et al.,
2010; Colom et al., 2010; Villette et al., 2010; Pefa-Ortega y Bernal-Pedraza,
2012).

Niveles de PBAx-42 en diferentes regiones corticales como
funcion de severidad de demencia

CORScore ~ Frontal ~ Temporal Enforhinal ~ Pariefal ~ Visual P Valuet
Apx-42
00 45162 1904 121049 81509 164
05 T80 2506 T8RN 20 4R[S X
10 1088(64 207() fdeTe9 3409 (M) 009
20 203065 7230208 1136(316)  oA4l80) 60§ <00
00 0Q76) 2829(4%0) 2015034 1926000 14%(86 <004

Tabla I. Relacion entre los niveles de la PBA 1-42 en estado soluble y la
severidad de la demencia en diferentes regiones corticales. La tabla
muestra que a mayor score de demencia, mayor es la concentracion de
oligémeros de PBA solubles presentes en la corteza de pacientes previamente
diagnosticados. La severidad de demencia fue asignada segun los resultados
del Clinical Dementia Rating (CDR), donde el score de 5.0 representa la
demencia mas severa. Las concentraciones de PBA estan expresadas en
picomoles/gramo de tejido (Modificado de Naslund et al. 2000).

3.2 Alteraciones en la actividad eléctrica poblacional producidas

por la PBA
Como ya se menciond, el deterioro cognoscitivo temprano de la EA
correlaciona fuertemente con la cantidad de los oligobmeros solubles de la PBA
medida en los cerebros de pacientes con EA postmortem (Naslund et al., 2000).
Estos hallazgos obtenidos en pacientes con EA, han sido corroborados en lineas
de ratones transgénicos que expresan una patologia tipo EA (Mucke et al., 2000;
Koffiea, 2009). En dichos animales, se ha observado que el decremento en
terminales presinapticas, asociado al deterioro cognoscitivo, es criticamente
dependiente de los niveles de PBA soluble en la corteza y no de los niveles de
APP o la formacién de placas (Mucke et al., 2000). Dado que, adicionalmente, las
placas amiloideas han sido observadas en individuos sanos y que parecen ser
producidas tardiamente (Maccioni et al., 2010; Balleza-Tapia et al, 2010), se ha
propuesto que los oligdbmeros solubles de la PBA son los responsables del
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deterioro cognitivo temprano en la EA y que las placas seniles podrian tener
incluso una funcién neuroprotectora (Maccioni et al., 2010). De acuerdo a lo
planteado en las lineas anteriores, se ha observado que los oligbmeros solubles
de PBA son capaces de alterar el funcionamiento de los circuitos neuronales y
provocar deterioros cognitivos antes de causar muerte neuronal (Pena et al, 2006).

La generacidén de patrones de actividad sincronica poblacional, tales como
los ritmos theta (4—7 Hz) y gamma (2570 Hz), esta involucrada con la cognicién
(Palva, 2005). La sincronizacién asociada a estos ritmos cerebrales constituye un
mecanismo fundamental para la comunicacién coordinada entre redes locales o
redes distribuidas espacialmente en el cerebro, o que permite la comunicacién
dentro y a través de diferentes circuitos neuronales asi como mecanismos de
integracién de la informacién durante los procesos cognoscitivos (Schnitzler, 2005;
Palva, 2005). En este sentido, los procesos anormales de sincronizacién podrian
perjudicar las funciones cerebrales normales (Palva, 2005), lo que puede ser
observado en muchos desordenes neuropsiquiatricos, incluyendo las demencias
(Schnitzler, 2005). De hecho, los deterioros cognoscitivos en la EA estan
asociados a una disminucion generalizada de la sincronizacion de oscilaciones
alfa (7—14 Hz), beta (14-25 Hz) y gamma (25-70 Hz), concomitante con un
incremento de sincronizacion de actividad delta 2-4 Hz (Schnitzler, 2005). Estudios
previos de nuestro laboratorio demostraron que el tratamiento agudo de
rebanadas de cerebro con PBA, asi como su administracion aguda intracerebral,
afecta la actividad sincrénica poblacional en el hipocampo (Pefa, et al 2010;
Balleza-Tapia et al., 2010; Adaya-Villanueva et al., 2010; Pefia-Ortega y Bernal-
Pedraza, 2012).

4. El circuito hipocampal

4.1 Caracteristicas del circuito hipocampal
El hipocampo se localiza en la parte medial e interna del I6bulo temporal, bajo
la superficie cortical (Amaral, 1989). La formacion del hipocampo se compone de
cuatro regiones de la arquicorteza relativamente simples (Fig. 5). Estas incluyen la
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circunvolucién dentada y a las tres subdivisiones del hipocampo propiamente
dicho: los subcampos llamados CA3, CA2 y CA1, ademas del complejo subicular
que, a su vez, también estd dividido en 3 partes (subiculo, presubiculo y
parasubiculo) (Amaral, 1989). El hipocampo estda en intima relaciéon tanto
anatémica como funcional con la corteza entorrinal (CE) que, especialmente en los
roedores, se divide en subdivisiones medial y lateral (Amaral, 1989).

El hipocampo tiene una forma de C en un corte coronal. El contorno del mismo,
asemeja un cuerno de carnero y por eso, en ocasiones, es llamado cuerno de
Ammon, que es el nombre de una deidad Egipcia con cabeza de carnero (Lewis,
1923). La superficie ventricular del hipocampo esta formada por una capa delgada

de sustancia blanca llamada alveus (Douglas, 1967).

Figura 5. Microfotografia de una seccion horizontal de la formacion del hipocampo de rata. La
formacién del hipocampo se compone de cuatro regiones distintas en su citoarquitectura: la corteza entorrinal
(EC), el giro dentado (DG), el hipocampo propiamente dicho (dividido en campos CA3 y CA1) y el complejo
subicular que se subdivide en subiculo (S), presubiculo (PrS) y el parasubiculo (PaS). (Modificado de Amaral
et al, 1989)

A principios de los afos 70s, Andersen y colaboradores propusieron que las
vias principales de excitacion de la formacién del hipocampo se organizan de
forma laminar. Esta propuesta, basada en gran medida en estudios fisiolégicos
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sugiere que “una fuente puntual de las proyecciones de la actividad de los
impulsos en la corteza entorrinal se transmite a través de la via de la formacién del
hipocampo a lo largo de sus divisiones o laminas” (Andersen et al, 1971). La
“hipdtesis laminar” de la organizacion anatémica del hipocampo ha tenido enorme
influencia en la conceptualizacion del procesamiento de informacion del
hipocampo y fue responsable, en gran medida, del establecimiento de las
aproximaciones al estudio del hipocampo in vitro, que utilizan rebanadas de
cerebro para poder estudiar al mismo (Andersen et al, 1971). Sin embargo, mas
recientemente, se ha mostrado que todas las fibras intrahipocampales son mucho
mas divergentes de lo planteado por la teoria laminar (Andersen et al, 1971).

La corteza entorrinal (CE), es la mayor fuente de entrada de informacion al
hipocampo y es el blanco de salida de la informacion que surge del mismo. La CE
tiene, a su vez, interconexién con muchas otras partes de la corteza cerebral. Por
ello, se ha propuesto que la CE sirve como la principal interfase entre el
hipocampo y otras partes del cerebro (Andersen et al, 1971; Amaral, 1989). De
hecho, el hipocampo recibe sélo un pequefio numero de conexiones directas
desde las areas neocorticales, siendo la CE una zona de convergencia de las
proyecciones de la neocorteza, en donde la informacion se recibe y procesa,
seleccionando las entradas mas relevantes para ser enviadas, posteriormente, a

todas las areas del hipocampo (Andersen et al, 1971; Amaral, 1989).

Desde el estudio realizado por Raisman y colaboradores (1965) se
demostrd que la CE es el origen de la via perforante que se dirige al giro dentado
y a todo el hipocampo. El giro dentado se divide en tres capas: la capa molecular,
en donde se originan las fibras musgosas, la capa de las células granulares que
esta poblada por el principal tipo celular del giro dentado y una capa profunda o
polimérfica que esta poblada por una variedad de tipos interneuronales (Amaral,
1989).

Las células granulares dan lugar a las fibras musgosas que proyectan
colateralmente a la capa polimorfica antes de entrar en el campo CA3 donde
hacen sinapsis en las dendritas proximales de las células piramidales dejando
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botones musgosos (Amaral, 1989). Las células de la capa polimérfica dan lugar a
por lo menos dos sistemas de conexiones asociativas que regresan a las
neuronas granulares (Amaral, 1989).

Las células que proyectan del hipocampo son las neuronas piramidales que
se agrupan en la capa que recibe su nombre (Amaral, 1989). En lo profundo de la
capa de las células piramidales se encuentra el “stratum oriens” en donde las
dendritas basales de las células piramidales descienden y coexisten con una serie
de neuronas no piramidales (Amaral, 1989). La regidén en que se encuentran las
dendritas apicales de las células piramidales se divide en un estrato mas profundo
el radiatum y un estrato superficial el lacunosum-moleculare (Swanson et al.,
1980). En CAS3, la region justo por encima de la capa de las células piramidales
contiene las fibras musgosas del giro dentado y se llama estrato lucido, (ver figura
6; Swanson et al.,, 1980). Las células piramidales de CA3 tienen axones de
asociacion colaterales que proyectan dentro de CA3 y dan lugar a la mayor

entrada de CA1, las llamadas colaterales de Schaffer (Swanson et al., 1980)

Figura 6. El circuito del hipocampo y la corteza entorrinal. Se observa en este esquema clasico de Ramoén y
Cajal como la Corteza entorrinal (EC) proyecta hacia el giro dentado (DG), éste hacia la capa CA3 y esta a su
vez proyecta hacia la capa de CA1 y después hacia el Cubiculo (Sub) para regresar hacia la EC. También se
pueden observar otras proyecciones que pueden ir directas de la EC a CA3 sin pasar por el DG o de la EC al
campo CA1 asi como de CA1 a la EC. (Modificado de Ramén y Cajal, 1911).

En el hipocampo, el flujo de informacion es en gran medida unidireccional, con
sefiales que se propagan a través de una serie de capas de células muy
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empaquetadas, primero en el giro dentado, luego a la capa CAS, para continuar a
la capa CA1 después al subiculo y de ahi de regreso a la CE. La conectividad
interna en el hipocampo se ha simplificado en lo que se conoce como el circuito
trisinaptico (Witter, 2004). Este circuito incluye la “via perforante” que proyecta
hacia el giro dentado, posteriormente las fibras musgosas que proyectan al campo
CA3 y finalmente el objetivo de las colaterales de Schaffer en las neuronas
piramidales del campo CA1 (Witter, 2004).

Las conexiones aferentes del hipocampo proceden de las cortezas
entorrinal, de la parahipocampica posterior y de la prepiriforme, asi como del
nacleo central de la amigdala (Snell, 2007). También hay informacién que llega de
la corteza cingular, de los nucleos del Septum y el hipotalamo (Snell, 2007). El
Septum y los nucleos de la banda diagonal de Broca proyectan por el férnix al
cuerno de Amon, el giro dentado y el subiculo (Snell, 2007). El hipotalamo
ventricular lateral y supramamilar y el nucleo talamico anterior, este ultimo por
intermedio del cingulo, también proyectan al hipocampo (Snell, 2007). Otras
aferencias al hipocampo provienen de la parte rostral del mesencéfalo, el nucleo
interpenduncular y el locus coeruleus, asi como el nucleo reticular superior central

dorsal del rafe y el dorsal tegmental (Snell, 2007).

Las conexiones eferentes del hipocampo, ademas de su proyeccion de
regreso a la CE, emergen para formar el alveus y la fimbria (Snell, 2007). La
fimbria continia como el pilar del férnix (Snell, 2007). Los dos pilares convergen
para formar el cuerpo del fornix. El cuerpo del fornix se divide en las dos columnas
del férnix, que se curvan hacia abajo y por delante de los foramenes
interventriculares. Dentro del fornix las fibras se distribuyen a las siguientes
regiones:

1. Algunas fibras se dirigen hacia atras hasta la comisura anterior para entrar
en el tubérculo mamilar donde terminan en el nicleo medial.
2. Algunas fibras se dirigen hacia atrds hasta la comisura anterior para

terminar en los nlcleos anteriores del talamo.
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3. Algunas fibras se dirigen hacia atras hasta la comisura anterior para entrar
en el tegmentum del mesencéfalo.

4. Algunas fibras se dirigen hacia adelante hasta la comisura anterior para
terminar en los nucleos septales, el area predptica lateral y la parte anterior
del hipotalamo.

5. Algunas fibras se unen con la estria medular del tdlamo para alcanzar los

nucleos habernulares (Snell, 2007).

4.3 Actividad sincrénica en el hipocampo

Se usa el término «oscilacion» o «actividad oscilatoria» para referirse a las
fluctuaciones ritmicas de los potenciales de campo de un grupo neuronal
(potenciales de campo local)l o de una regidbn cortical (EEG,
electroencefalograma), pero también al patrén de descarga ritmico de los
potenciales de accién de una neurona o un grupo neuronal (Artieda et al., 2009).
Existe un acuerdo general en que la actividad oscilatoria constituye un mecanismo
basico del funcionamiento cerebral (Fig. 7). La actividad oscilatoria aparece a
diferentes niveles cerebrales, participando en procesos perceptivos, cognitivos y
motores (Artieda et al., 2009). La actividad oscilatoria y la sincronizacién son
fendmenos distintos, aunque asociados. La actividad oscilatoria facilita la
sincronizacion de la descarga de potenciales de accion de grupos neuronales o
areas corticales, cercanas o distantes (Artieda et al., 2009).

Registros extracelulares
Potenciales de campo Potenciales de accién

W ey oty |
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gt | ]
Input J. - Output
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Figura 7. Diferencias entre el comportamiento oscilatorio de los potenciales de campo local
(izquierda) y los potenciales de accion (derecha). En ambos casos se utiliza el término oscilacién para
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expresar fendmenos fisoldgicamente diferentes. Las oscilaciones de los potenciales de campo expresan
mayoritariamente la aferencia a un nicleo y son fruto de la suma de potenciales postsinapticos mientras que
los potenciales de accion expresan la eferencia (Artieda et al., 2009)

Existen mdultiples mecanismos capaces de generar actividad neuronal
oscilatoria. EI mas simple consiste en la descarga ritmica espontanea de una o un
conjunto de neuronas, como ocurre en las células del sistema de conduccion
cardiaco (Artieda et al., 2009). Sin embargo, la actividad oscilatoria puede ser
generada mas facilmente mediante circuitos neuronales. En estas redes juegan un
papel fundamental las interneuronas inhibidoras (Artieda et al., 2009). Se ha
demostrado que en presencia de antagonistas a los receptores ionotrépicos a
glutamato un grupo de interneuronas acopladas sinapticamente pueden disparar
potenciales de accién a frecuencias beta y gamma gracias a la generacién de
potenciales postsinapticos inhibidores que pueden sincronizarlas (Wang et al.,
1996). De la misma forma, el bloqueo de los componentes de frecuencia beta y
gamma de la actividad de campo con antagonistas a los receptores GABAa,
demuestra la participacion de las interneuronas GABAérgicas en su generacion,
por lo que, en el hipocampo, las redes locales de interneuronas son
indispensables para el inicio, la regulacién y la sincronia de la actividad oscilatoria
(Cobb et al, 1995., Fishan et al., 1998). Sin embargo, el mecanismo especifico con
el cual las interneuronas contribuyen a estos ritmos es mas complejo, ya que
diferentes subtipos de interneuronas en el hipocampo y en la corteza, participan
con diferentes frecuencias de disparo a la dindmica del circuito y, ademas,
modulan diferencialmente a las células piramidales excitadoras de acuerdo a las
proyecciones diferenciales que establecen sobre las mismas (Somogy, 2005)

Hans Berger introdujo la costumbre de indicar la frecuencia de las
oscilaciones cerebrales con diferentes letras griegas (citado en Restrepo et al.,
2006). Por convencion, el término ritmo alfa se refiere a las frecuencias entre 8- 13
Hz, el ritmo beta a las frecuencias entre 14-30 Hz, el ritmo delta a las frecuencias
de 0.5-3.0 Hz, los ritmos theta a las frecuencias de 4-10 Hz y los ritmos gamma a
las frecuencias de 30-100 hz, (Restrepo et al, 2006; Artieda et al., 2009). A
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continuacién, enfocaremos nuestra atencidén a los ritmos theta y gamma debido a
su importancia en procesos cognitivos como el aprendizaje y memoria.

Las oscilaciones theta (4-10 hz) representan el estado “en linea” del
hipocampo  (Buzsaki, 2002). Este ritmo es esencial para la
codificacion/decodificacion temporal de los conjuntos activos de neuronas
(ensambles neuronales) y las modificaciones sindpticas (Buzsaki, 2002; Bliss,
1973; Jutras, 2010). Las ondas theta son mas regulares en frecuencia y mayores
en amplitud en el stratum lacunosum de la regién CA1 del hipocampo (Buzsaki,
2002). Por otra parte, en el hipocampo, las oscilaciones gamma (30-100 hz)
dependen de las interacciones entre las redes inhibitorias y las conexiones locales
colaterales de las células piramidales (Csicsvari et al., 2003; Hajos, Paulsen,
2009). Las oscilaciones gamma pueden afectar a la transmisién de senales por
dos mecanismos distintos. En primer lugar las oscilaciones gamma pueden
proporcionar ganancia en la modulacion de las entradas a través de la influencia
de la inhibicion en la red de neuronas principales. Esto, debido a que las
oscilaciones gamma se derivan de la fuerte inhibicion de las redes perisomaticas
de interneuronas locales (Csicsvari et al., 2003; Hajos, Paulsen, 2009). En
consecuencia, las oscilaciones gamma pueden promover la interaccion entre las
neuronas que producen los cambios sinapticos que se creen necesarios para los

procesos cognitivos (Csicsvari et al., 2003; Hajos, Paulsen, 2009).

Existe evidencia que sugiere que la sincronizacién de la actividad neuronal
en los ritmos theta y gamma es funcionalmente relevante en muchas funciones
cerebrales. Por ejemplo, Rodriguez y colaboradores (1999) demostraron que la
sincronizacion precisa de descargas neuronales en el rango de las frecuencias
theta y gamma estan involucradas en las funciones cognitivas como la percepcion.
Ademads, estas oscilaciones son necesarias para la integracion intermodal
(Roelfsema et al., 1997), la atencién selectiva, (Muller et al., 2000), la memoria a
corto plazo (Tallon-Baudry et al., 1998) y el aprendizaje asociativo (Gruber et al.,
2001). Estos datos sugieren que la sincronizacidon en el rango de frecuencias theta

y gamma juega un rol importante en el aprendizaje y la memoria.
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Consecuentemente, las anormalidades en la sincronizacion de las frecuencias
beta y gamma estan implicadas en muchos desordenes incluida la EA (Uhlhaas y
Singer 2006). Como ya se menciond, en un estudio de Schnitzler A. (2005) se
demostrd que los deterioros cognitivos presentes en la EA estan ampliamente
asociados a una disminucién generalizada de la sincronizacion de las oscilaciones
rapidas (theta, gamma, alfa y beta) con un concomitante incremento de la
sincronizacion de actividad delta. Se ha demostrado también que los efectos
nocivos de la PBA en los procesos cognitivos estan relacionados con alteraciones
en las oscilaciones neuronales (Sun, 2002). Estos efectos podrian representar la
base neuropatoldégica para el deterioro cognitivo observado durante las etapas
iniciales de la EA (Cullen et al, 1997; Stephan et al, 2001; Walsh et al, 2002).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el tratamiento
agudo de rebanadas de cerebro con PBA, asi como su administracion aguda
intracerebroventricular, afecta las oscilaciones theta y gamma en el hipocampo
(Pena et al., 2006; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefa et al., 2010; Adaya-Villanueva
et al., 2010; Pena-Ortega y Bernal-Pedraza, 2012). En los ultimos afos, nuestro
grupo de trabajo también ha estudiado los mecanismos bioquimicos que participan
en esta inhibicién de las oscilaciones de la actividad hipocampal producida por la
PBA y ha descubierto una cascada transduccional que se describe a continuacion
(Balleza-Tapia et al., 2010).

5. Cascada transduccional involucrada en la inhibicion de los ritmos
hipocampales producida por la Proteina - Amiloide.

Una gran cantidad de estudios bioquimicos muestran que la PBA se puede
unir a varios tipos de receptores de membrana y puede activar diferentes vias de
sefnalizacion a través de ellos (Verdier; Penke, 2004; Verdier; Zarandi, 2004;
Balleza-Tapia, Pefia, 2009). Tales receptores incluyen: a) receptores ionotropicos
como el receptor de glutamato tipo-NMDA y los receptores nicotinicos de
acetilcolina (nNAChR), b) receptores acoplados a proteinas G como el receptor de
péptidos formil tipo-1 (FPRL1), c) receptores de adhesion, como las integrinas, d)
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receptores para citocinas como el receptor de neurotrofinas p75 (p75NTR) vy el
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNF-R1), e) los receptores con actividad
de tirosina cinasa, como los receptores de la insulina (R1), y f) varios receptores
involucrados en la respuesta neuroinmune (Verdier; Penke, 2004; Verdier.;
Zarandi, 2004; Balleza-Tapia, Pefia, 2009).

Para los propésitos de esta tesis se enfocara a las integrinas y a la cascada
de transduccién que desencadenan, pues resultados de nuestro laboratorio
indican que la PBA afecta la actividad oscilatoria del hipocampo a través de la
activacion de esta via transduccional (Fig.8; Balleza-Tapia y Pefa, 2010). Las
integrinas son miembros de una superfamilia de glicoproteinas de membrana que
se expresan en todos los tipos celulares (Denda, 2007). Estas proteinas forman
heterodimeros compuestos de subunidades a y B que actian como receptores de
las proteinas de la matriz extracelular y receptores de las células adyacentes
(Denda, 2007). Las interacciones célula a célula son necesarias para la
supervivencia de las células y la alteracion en estas interacciones pueden afectar

la funcidn celular e incluso desencadenar la apoptosis (Caltagarone, 2007).
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Figura 8. Interaccion de la PBA con las integrinas y el mecanismo transduccional involucrado.
Se puede observar en este esquema cuatro integrinas que interactian con la PBA y las cascadas
transduccionales que desencadenan. Resulta interesante para esta tesis que el receptor que
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conforman las subunidades ai1f1 (rojo) induce una cascada transduccional que parece ser la
involucrada en los efectos deletéreos que produce la PBA sobre la actividad hipocampal (modificado
de Balleza-Tapia, Pefia, 2009)

La PBA se une a las integrinas en un dominio compuesto por la secuencia
de aminoacidos Arg-His-Asp-Ser (Guiso, 1992; Sabo, 1995). Ademas, las
integrinas, y las vias intracelulares que desencadenan, se han relacionado con la
fisiopatologia de la EA. Por ejemplo, las integrinas se co-localizan con las placas
seniles y las neuritas distréficas en los pacientes con EA, asi como en modelos de
animales transgénicos de ésta enfermedad (Akiyama, 1991; Eikelenboom, 1994;
Van Gool, 1994). En lo que respecta a la interaccidén de la PBA con las integrinas,
se ha reportado que la unién de la PBA a la integrina a1 activa la via MAPKK-
ERK2 e induce la degeneracion de las neuritas y la muerte celular en las neuronas
del hipocampo (Anderson, 2004). Estos efectos fueron bloqueados por la
equistatina, que es un inhibidor general de las integrinas asi como por anticuerpos
contra ambas integrinas (Anderson, 2004). En un estudio realizado por Bozzo
(2004) se demostrd que el tratamiento con proteinas de unidn a integrinas, tales
como la fibronectina, la laminina y el colageno protegen contra la apoptosis
inducida por la PBA. Asimismo, el tratamiento con anticuerpos contra las integrinas
a1B1 evitan la neurotoxicidad inducida por la PBA. Otro estudio, donde utilizaron la
linea celular SH-SYS5Y, mostrd que la PBA se une a la integrina a1 y activa a la
cinasa de adhesién focal (FAK), lo que induce la reactivacion del ciclo celular y
finalmente la muerte celular (Frasca et al., 2008). Es importante mencionar que la
cinasa FAK es una cinasa de tirosinas (Caltagarone, 2007; Schlaepfer,1996) que
esta estrechamente relacionada con la cinasa Fyn (Zhang et al, 1996). FAK'y Fyn
se encuentran sobreexpresadas en el cerebro de pacientes con EA (Ho et al.,
2005; Shirazi, 1993). En este sentido, estudios de nuestro laboratorio ha
demostrado que la alteracién inducida en el circuito del hipocampo por la PBA se
previene cuando se inhibe a las integrinas y a las cinasas FAK y Fyn (Balleza-
Tapia et al., 2010).
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Posteriormente, siguiendo con los estudios de la cascada transduccional
inducida por la PBA, mas alla de la cinasa Fyn, nuestro grupo de trabajo demostr6
que la inhibicidén de la GSK3, que es un blanco de la cinasa Fyn, también previene
la inhibicidn de la actividad hipocampal producida por la PBA (Balleza-Tapia et al.,
2010; Pena-Ortega et al., 2012). Lo anterior, ha llevado a concluir que la via
transduccional involucrada en la inhibicién de la actividad hipocampal producida
por la PBA involucra a las integrinas que activan a la cinasa FAK, que a su vez
activa a la cinasa Fyn y, ésta, a la enzima GSK3 (Balleza-Tapia et al., 2010).
Evidencias tanto clinicas como experimentales indican que la GSK3 participa en
los efectos deletéreos producidos por la PBA y en la fisiopatologia de la EA
(Imahori, 1997; Takashima et al, 1993; Blalock et al, 2004). A continuacion, un

resumen breve de esta evidencia.

5.1 La enzima glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) y su participacion en

los efectos de la Proteina B-Amiloide

La enzima glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es una cinasa de serinas y
treoninas identificada originalmente por su papel en la regulacion del metabolismo
del glucogeno (Embi et al.1980). Esta cinasa estad altamente expresada en el
cerebro y participa en la neurotoxicidad inducida por la PBA (Sun, 2002) y la
hiperfosforilacién de la proteina Tau, también inducida por la PBA (Lucas et al.,
2001). La GSK3 también participa en la regulacion de la transcripcion genética
(Troussard et al., 1999), la apoptosis (Turenn, Price, 2001) y la fosforilacién de
varias proteinas asociadas al citoesqueleto como las Proteinas Asociadas a
Microtubulos (MAP, por sus siglas en inglés) (Anderton et al. 2001; Brion et al.
2001).

Existen dos isoformas de la GSK3 codificadas por genes diferentes: la
GSK3a y la GSK3B (Mukai et al. 2002). La GSK3 es especialmente abundante en
el Sistema Nervioso Central (SNC) donde fosforila varias proteinas neuronales
(Anderton et al., 2001; Brion et al., 2001). Es importante destacar que la ausencia
total de la GSK3[3 es embrionariamente letal en ratones, lo que implica que GSK3a
no puede compensar la falta de su homolégo (Hoeflich et al, 2000). En contraste,
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la GSK3a puede eliminarse por completo sin efectos adversos obvios sobre la
viabilidad o la salud, con la posible excepciéon de la esterilidad del macho
(Kaidanovich-Beilin et al, 2010).

Como ya se menciond, la GSK3B es un regulador clave en varios procesos
fisioldgicos que van desde el metabolismo y el ciclo celular (Jope, Johnson, 2004),
pero también participa en procesos patolégicos como la oncogénesis (MacAulay et
al., 2007) y la apoptosis (Turenne, Price 2001). En términos patoldgicos, la GSK3f3
ha sido también implicada en la Diabetes Mellitus no dependiente de insulina,
pues la GSK3B regula la sefnalizacidbn desencadenada por la insulina para la
regulacion de la inhibicidn de la sintesis de glucdégeno (Henriksen, Dokken, 2006).
Relacionado a la EA, la GSK3B participa en la generacibn de maranas
neurofibrilares asociada con la EA, asi como en varios de los procesos propios de
esta enfermedad como son la neurodegeneracién inducida por la PBA (Lucas et
al., 2001). Este y otros resultados in vivo sugieren firmemente que la GSK3f
contribuye a la patogénesis de la EA a través de su participacion en los efectos
deletéreos inducidos por la PBA (ver revisién Kremer et al., 2011)

Como continuacion de esta linea de investigacion, nos proponemos
determinar cual es el blanco molecular de la GSK3p que participa en los efectos
inhibitorios producidos por la PBA sobre la actividad del hipocampo. Uno de estos
blancos de la GSK3 son los canales de K* sensibles a ATP (Gross et al., 2007;
Ning et al., 2009). Estudios previos han demostrado que cambios en la actividad
de la GSK3B modulan la funcién de los canales de K" sensibles a ATP (Gross et
al., 2007; Ning et al., 2009), aunque aun no se conoce una relacién directa entre la
GSK3p y los canales de K* sensibles a ATP (Gross et al., 2007; Ning et al., 2009).
Recientemente, se ha sugerido que la disfuncién de los canales de K* sensibles a
ATP podria participar en la etiopatologia de la EA (Guozhao et al., 2008; Guozhao
et al., 2009), pues el favorecimiento de su apertura puede mediar un posible papel
neuroprotector en modelos transgénicos de la EA (Guozhao et al., 2008; Guozhao
et al., 2009). En un estudio realizado por Dong et al., (2010) se demostr6 que la

administracion a largo plazo de Diazoxida (un abridor de los canales de K*
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sensibles a ATP) suprime los deterioros causados por la PBA y por la proteina
TAU en el modelo del raton 3XTgAD que presenta las caracteristicas de la EA. En
apoyo a nuestra hipétesis de trabajo, cabe mencionar que existe un reporte de que
la expresiéon de los canales de K* sensibles a ATP se encuentra alterada en el
cerebro de pacientes con EA (lkeda et al.,, 1993). Antes de proceder al
planteamiento del problema, haremos una breve descripcidén de los canales de K*

sensibles a ATP.

Figura 9. Posible cascada transduccional involucrada en la inhibicion de la actividad hipocampal
producida por la AB. Se propone que la PBA activa una via transduccional que involucra a las

subunidades af de las integrinas, a las cinasas FAK y Fyn y que termina en la modulacién de la
actividad de la GSK3. Cuatro de los posibles blancos de la GSKS, entre los cuales se encuentran los
K* sensibles a ATP, se muestran en la ilustracion.(Balleza-Tapia et al., 2010)

6. Los Canales de K* sensibles a ATP

5.1 Estructura de los canales de K*

Julius Bernstein en 1902 postul6 la existencia de una permeabilidad
selectiva a potasio (K") en las membranas de las células excitables, lo que
eventualmente llevé al descubrimiento de los canales de K™ (Hille, 1992). Trabajos
subsecuentes demostraron la existencia de diversos canales iénicos con

permeabilidad para distintos iones como el sodio, el calcio y el cloro.
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Interesantemente, ninguna de estas permeabilidades es tan diversa como aquella
relacionada a los canales de K* (Hille, 1992).

La apertura de los canales de K* hiperpolariza el potencial de membrana al
acercar éste al potencial de equilibrio del K*, lo que aleja a las células excitables
del umbral de disparo (Hille, 1992). Ademas, los canales de K" restablecen el
potencial de reposo al final del potencial de accion. Estos canales contribuyen
también a regular la duracion del mismo potencial de accién y a terminar periodos
de intensa actividad de disparo. Adicionalmente, los canales de K" regulan el
periodo refractario de las espigas y afectan la eficacia de las entradas sinapticas
(Hille, 1992). Ademas de estas funciones en las células eléctricamente excitables,
varios canales de K" tienen un papel de transporte en los epitelios (Hille, 1992) y
en las células gliales (Hille, 1992).

Si bien los canales de K" son proteinas ubicuas que se presentan en
practicamente todos los organismos vivos, incluidas bacterias, levaduras, plantas y
animales; éstos exhiben una gran heterogeneidad estructural y funcional (Hille,
1992). Los canales de K pueden ser regulados por cambios en el potencial de
membrana o por el estado metabdlico de la célula, asi como por hormonas y
neurotransmisores (Hille, 1992). Ultimamente, se clasifica a los canales de K* en
base a “regiones” estructurales conservadas que pueden estar involucradas en la
actividad del canal. Este tipo de clasificaciones se lleva a cabo considerando
también las propiedades de selectividad de cada canal (Hille, 1992).
Estructuralmente hablando, los canales pueden ser clasificados en los grupos que
se describen a continuacion: 1) Canales de potasio dependientes de voltaje que
contienen seis regiones transmembranales y un solo poro; 2) Canales de potasio
rectificadores que contiene sélo dos regiones transmembranales y un solo poro y
3) Canales de K* con dos poros y cuatro regiones transmembranales (para una
revision ver Char-chang et al., 2000; Fig.10). Como parte del segundo grupo de
canales de K*, se encuentran los canales de K* sensibles a ATP, que se describen

a continuacion.
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A. Seis segmentos transmembranales v un poro

Figura 10. Diversidad estructural de los
canales de K*. Se observan los 3 grandes
grupos en los que se dividen los canales
de K',dependiendo de sus segmentos
transmembranales y el nUmero de poros
que tienen (modificado de Char-chang et
al., 2000)

5.2 Los canales de K* sensibles a ATP

Los canales de K" sensibles a ATP pertenecen a la familia de canales de K*
con dos segmentos transmembranales y un poro (Char-chang et al., 2000), que
exhiben rectificacion entrante, que son inhibidos por el ATP y activados por ADP
(Noma, 1983; Ashcroft et al., 2005). La modulacién de estos canales por el ATP y
el ADP permite el acople entre el metabolismo energético celular y la actividad
eléctrica de la membrana (Noma, 1983; Ashcroft et al., 2005). Estos canales
fueron originalmente descritos en miocitos cardiacos, pero se encuentran
presentes en una gran variedad de tejidos y células excitables dentro de las que
se incluyen a las células beta del pancreas, células del musculo liso y esquelético,
asi como neuronas (Ashcroft et al., 1990). En todas estas células los canales de
K" sensibles a ATP acoplan los cambios metabdlicos intracelulares a la actividad
eléctrica de la membrana plasmatica, ya que la apertura de estos canales, en
respuesta a una reduccion en el ATP, puede cambiar el potencial de membrana
hacia el potencial de equilibrio para el ion K*, hiperpolarizando la célula (Ashcroft,
2005). Estos canales, ademas de regular el potencial de membrana en reposo,
también modulan la forma del potencial de accion y son importantes en varios
procesos fisiolégicos como; la liberacion de insulina en el pancreas (Ashcroft et al,
1984; Koster et al, 2000; Miki et al, 1998), regulacion del apetito en las neuronas
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del nucleo arcuato del hipotalamo (Wang et al, 2004) la modulacion a los cambios
de glucosa en la sangre (Zingman et al, 2002; Yamada, et al 2001) y la regulacion
del tono muscular (Daut et al, 1994; Miki et al, 2002), por mencionar algunos.

Estudios moleculares han mostrado que los canales de K* sensibles a ATP
son heteromultimeros formados por dos subtipos de subunidades totalmente
distintas. Una de estas subunidades es una proteina que pertenece a la familia de
los canales de K* con rectificacion entrante tipo Kir 6.X (Inagaki et al., 1995). La
segunda subunidad, es un receptor para las sulfonilureas (SUR) que fue purificado
y clonado con base a su afinidad a la Glibenclamida (Aguilar-Bryan et al., 1995).
Cabe mencionar que las subunidades tipo SUR son miembros de la familia de
transportadores de ATP con multiples dominios transmembranales y dos sitios de
unién para nucleétidos, incluido el mismo ATP (Tusnady et al., 1997). Ambas
subunidades proteicas (los Kir 6.X y los SUR) son requeridas para formar un canal
de K* sensible a ATP funcional (Bebenko et al., 1998; Glaser et al., 2000). Los dos
tipos de subunidades se asocian de manera esteoquiométrica en una relaciéon de
4:4 formando un canal octamérico (SUR/Kir6.X). Las subunidades Kir 6.X forman
el poro del canal, mientras que el receptor SUR regula su actividad por nucleétidos
(ver figura 11; Bebenko et al., 1998; Glaser et al., 2000).

Cabe mencionar que las subunidades que conforman al canal de K'
sensible a ATP tienen diferentes combinaciones, dependiendo de los tejidos y el
tipo celular que los presente (Hibino, 2009). La familia de proteinas Kir 6.x esta
constituida por alrededor de 15 diferentes subunidades, pero solo las subunidades
rectificadoras Kir 6.1 y Kir 6.2 se unen a las subunidades SUR1 o SUR2 (SUR2A y
SUR2B) para formar, en muy diversas combinaciones, canales de K" sensibles a
ATP funcionales (ver revision Hibino, 2009)

Una variedad de agentes farmacoldgicos puede estimular o inhibir los
canales de K* sensibles a ATP mediante la unién a las subunidades SUR. Entre
ellos se encuentran inhibidores de los canales como clorpropamida, Tolbutamida y
Glibenclamida (Doyle et al., 1998; Edwards G, Weston A, 1993). Todos estos
inhibidores son usados en el tratamiento terapéutico de la diabetes tipo Il (Hibino,
2009). Los agentes estimuladores de los canales, también conocidos como
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abridores de canales de potasio, incluyen al pinacidil, al nicorandil y a la Diazoxida
(Hibino, 2009).

Sulfonilureas SUR 1, SUR2A O SUR2B forma el Receptor Subunidad Kir6.2 o Kir 6.1 forma el poro

Inhibidores. Sulfonilureas Inhibidores. ATP

! i ADP
Activadores. Abridores de canales de K+ Activadores. PIP

LC acyl CoA

Extracellular 1 ‘/J"J ’l 'V’ f”
Kir6.2

Intracellular

Figura 11. Estructura molecular del Canal de K* sensible a ATP. (A) Representacion esquematica de la
topologia de una subunidad SURXx (izquierda) y el canal Kir.x (derecha). (B) Asi mismo podemos observar la
conformacién molecular del canal por sus dos subunidades SUR 1 y Kir6.2 (C) y un modelo de como se
encuentran ensambladas las subunidades Sur1 y Kir6.2 (c) (Modificado de M. Ashcroft 2005).

En las células beta del pancreas, en las que la funcién de los canales de K*
sensibles a ATP han sido mas estudiada, normalmente los canales de K'
sensibles a ATP estan abiertos (Behrman et al., 2004). Sin embargo, el aumento
en la concentracibn de ATP produce un cierre del canal, lo que induce la
acumulacién de potasio y la despolarizacion de la membrana (Behrman et al.,
2004). Esto, consecuentemente, activa a los canales de calcio dependientes de
voltaje, que provoca la entrada de calcio hacia el citoplasma y la secrecién de
insulina por exocitosis-dependiente de calcio (Behrman et al., 2004).

En el SNC, los canales de K" sensibles a ATP se expresan
predominantemente en los ganglios basales, el talamo, el hipocampo y la corteza
cerebral (Mourre et al., 1989). La activacion de estos canales resulta en la salida
de K" en las neuronas y la hiperpolarizacibn de la membrana que,
consecuentemente, produce la disminucion de la excitabilidad neuronal, la

atenuacién de la liberacion del transmisor y la protecciéon contra la muerte celular
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(Yamada et al., 2001). Ademas, la funciébn de estos canales determina la
supervivencia de las células durante estrés metabdlico (Miki & Seino, 2005).
También, se ha sugerido que los canales de K" sensibles a ATP regulan la
liberacion de glutamato inducida por una isquemia cerebral o hipoxia (Jiang et al.,
1994). Ademas, se sugiere que estos canales podrian jugar un papel importante
en el acople de la excitabilidad con el metabolismo celular en condiciones
normales, asi como durante las alteraciones que ocurren ante la falta de oxigeno y
glucosa (Jiang et al., 1994; Mourre et al., 1989).

Existen estudios farmacolégicos que apoyan la posible participacién de los
canales de K" sensibles a ATP en la protecciéon contra dafo oxidativo, ya que las
sulfonilureas y los abridores de canales de K* sensibles a ATP parecen modular la
despolarizacion inducida por glutamato durante la anoxia en neuronas piramidales
de la regién CAS del hipocampo (Ben-Ari et al., 1989). Ademas, los abridores de
los canales de K* sensibles a ATP muestran una accién protectora en condiciones
de excitotoxicidad inducida in vitro (Abele et al., 1990) e in vivo (Gandolfo et al.,
1989). La excitotoxicidad, en este caso, se produce por la activacion de los
receptores tipo NMDA y tipo AMPA/Kainato, que conduce a un incremento en la
entrada de Ca++. El aumento en la concentracion citoplasmatica de Ca++
desencadena una serie de vias intracelulares citotéxicas (Gandolfo et al., 1989;
Abele et al., 1990).

Diferentes estudios han descrito la distribucion de los canales de K*
sensibles a ATP en el cerebro (Stanford et al, 1995; Tromba et al 1992; Zawar et
al.,, 1999). Por ejemplo, Karschin y cols (1997) estudiaron la expresién y
distribucién de los mMRNAs de las subunidades Kir6.2 y Sur1 en rebanadas de
cerebro de rata y ratén, encontrando que estas subunidades se encuentran
distribuidas en casi todo el cerebro. De manera relevante para esta tesis esta la
evidencia de que el hipocampo expresa estas subunidades de manera moderada
a fuerte (ver figura 14)

39



Distribucion de los mRNAs en cerebro adulto de ratén y rata de las
subunidades Kir6.2/SUR1

Region del cerebro

Kir6.2 SUR1
Hipocampo
Células Granulares del giro dentado +++ +++
Células piramidales de CA1y CA3 ++ ++
Células piramidales de CA2 ++ ++++

Fig. 14 Los niveles de expresion de las subunidades formadoras de
los canales de K* sensibles a ATP en diferentes regiones del
hipocampo del ratén y la rata. Note que el nivel de expresién del
mRNAs para las subunidades Kir 6.2/SUR1 representado con las
cruces (+) es de moderado en CA1 y CA3 a muy fuerte en giro
dentado y CA2 (modificado de Karschin 1997)

En otro estudio, se investigd la distribucion de los canales de K™ sensibles a
ATP en 4 diferentes tipos de neuronas del hipocampo en rebanadas de cerebro de
rata (células piramidales de CAT1, interneuronas del estrato radiado de CA1,
células gliales de la misma éarea y células granulares del giro dentado). Se
determiné la presencia de estos canales por la sensibilidad de estas células a la
Tolbutamida y a la Diazoxida, utilizando la técnica “whole-cell patch clamp”,
ademas de la expresion de su ARNm por PCR. De manera relevante, se encontrd
que la cantidad de canales de K" sensibles a ATP es mayor en células granulares
e interneuronas en comparacion con las células piramidales (Zawar et al., 1999).
Otros estudios han corroborado que los canales de K* sensibles a ATP en el
hipocampo son sensibles a bloqueadores como la Tolbutamida y la Glibenclamida
y a activadores como la Diazoxida (Stanford et al, 1995; Tromba et al 1992).

A nivel sistémico se ha reportado que los canales de K* sensibles a ATP
modulan tareas como la memoria contextual. De hecho, se ha demostrado que
animales carentes del gen Kir6.2 o en humanos que presentan mutaciones en
este mismo gen, muestran deterioro cognoscitivo que se corrige con la
administracion de Tolbutamida o Glibenclamida (Betourne et al 2009; Slingerland

et al 2008). De igual forma, otros estudios han comprobado que abridores de los
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canales de K" sensibles a ATP, como la Diazoxida, protegen contra el dafo
oxidativo inducido por la PBA y que bloqueadores de los canales de K* sensibles a
ATP como la Tolbutamida y la Glibenclamida disminuyen el deterioro cognoscitivo
que se observa en lineas de ratones transgénicos que sobreexpresan la PBRA
(Yadong., 1996; X.Chia et al 2000; Dong et al 2010; Ikeda et al 1993; Bernd et al.,
1999; Azza B., Elghotny 2010). Finalmente, de manera relevante para este
proyecto, se ha demostrado que los canales de K" sensibles a ATP estan
reducidos en densidad en la corteza temporal y occipital de pacientes con EA en
comparacién con sujetos normales postmortem (lkeda et al., 1993).

Los datos anteriores claramente indican que los canales de K* sensibles a
ATP juegan un rol importante en el circuito hipocampal y que pueden ser
modulador por la via transduccional desencadenada por la PBA que, a su vez
afecta procesos cognitivos dependientes del hipocampo. Por ello, nos proponemos
estudiar si los blogueadores y el abridor de los canales de K" sensibles a ATP
modifican la actividad hipocampal, asi como la inhibicién de la misma producida
por la PBA.
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lll. Justificacion.

Desde la descripcion clinico-anatomo-patolégica que Alois Alzheimer realiz6 a la
paciente Auguste D. en 1901, se ha acumulado evidencia que sugiere que las
formas solubles de la PBA son responsables de la generacién de muchos de los
sintomas tempranos de la EA, independientemente de la formacién de las placas
seniles y la concomitante neurodegeneracion (Walsh et al., 2002; Pena et al.,
2006). Se ha observado también, que los oligbmeros solubles de la PBA son
capaces de alterar el funcionamiento de los circuitos neuronales y provocar
deterioros cognitivos antes de causar muerte neuronal (Pefa et al., 2006). Nuestro
grupo de trabajo ha descrito que estos efectos involucran la activacion de una via
de senalizacidén que involucra a las integrinas y a las cinasas FAK, Fyn y GSK3
(Pena, Ordaz, Balleza-Tapia et al., 2009; Balleza-Tapia et al., 2010).

Como continuacion de esta linea de investigacion, se propone determinar
cual es el blanco molecular de la GSK3B que participa en los efectos inhibitorios
producidos por la PBA sobre la actividad del hipocampo. Uno de estos blancos de
la GSK3B son los canales de K' sensibles a ATP. Se ha demostrado que la
densidad de los canales de K" sensibles a ATP esta reducida en la corteza
cerebral de pacientes con EA (lkeda et al., 1993) y que moduladores de estos
canales podrian reducir los efectos deletéreos producidos por la PBA (Yadong G
Mattson M 1996; X.Chia et al 2000; Dong et al 2010; Ikeda et al., 1993; Bernd B,
Tjernberg L 1999; Azza B, Elghotny 2010). Por todo esto, se propone determinar si
los canales de K" sensibles a ATP participan en la inhibicién de la actividad

oscilatoria hipocampal producida por la PBA
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“Conocer algo, es haber logrado las respuestas al qué,
cuando, cémo, y por qué de ese algo”
Socrates

IV. Objetivo

e Determinar la participacion de los canales de K" sensibles a ATP en la

inhibicidén de la actividad del circuito hipocampal producida por la PBA.
Objetivos especificos.

e Determinar el efecto de los bloqueadores de los canales de K* sensibles a
ATP (Tolbutamida y Glibenclamida) sobre la actividad del circuito
hipocampal y sobre la inhibicidn de la misma producida por la PBA.

e Determinar el efecto del abridor de los canales de K" sensibles a ATP
(Diazoxida) sobre la actividad del circuito hipocampal y sobre la inhibicion

de la misma producida por la PBA.

Variables de trabajo.
Variables

Variable independiente: Transferir la rebanada a una camara de perfusion
sumergida continua con liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) que contiene (en
mM): NaCl: 119, Glucosa: 30, NaHCOs: 25, KCI: 3, MgCl,: 1 y CaCl,, oxigenada
de manera constante a una temperatura de 30+2° Posicionar el electrodo de
borosilicato en la region CA1 del hipocampo y esperar a que se estabilice la
actividad espontanea (control), para posteriormente aplicar los diferentes farmacos
directamente en el LCRA de la camara de perfusién. Los farmacos aplicados a las
siguientes concentraciones:

PBA 10 nM (Balleza-Tapia et al., 2010)

Glibenclamida 1uM

Tolbutamida 20 uM

Diazoxida 300 uM

(Zawar et al., 1999; Stanford et al., 1995; Tromba et al., 1992)

e Variable dependiente: Cambios en la potencia (el area bajo la curva de los

espectros de potencia) y frecuencia de la actividad poblacional del circuito
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hipocampal.

V. Hipétesis.
e El bloqueo de los canales de K' sensibles a ATP con Tolbutamida y
Glibenclamida aumentara la actividad del circuito hipocampal y evitara la
inhibicion de la misma producida por la PBA.

e La apertura de los canales de K* sensibles a ATP con Diazoxida disminuira
la actividad del circuito hipocampal y ocluira la inhibicion de la misma
producida por la PBA.

VI. Método y materiales.

Sujetos.
Se utilizaron 23 ratones machos de la cepa Swiss Webster de 7 a 10 semanas de
edad, de los cuales se obtuvieron rebanadas de cerebro de 400 pum. Los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Local de Etica de
Experimentacion Animal (INB-UNAM) y siguen las normas establecidas en la
norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (Norma
Oficial mexicana NOM-062-Z00 1999)

Aparatos y materiales.
Material: jeringas, instrumental quirurgico, vasos de precipitado de 100 ml, papel
filtro, cajas de petri, navajas, agares.

Aparatos.

Vibratomo: Vibratome, St. Louis, MO, U.S.A que se utilizd para los cortes de
rebanadas de cerebro de raton

Amplificador: Grass Instruments, Quincy, MA, U.S.A. que se utiliz6 para los
registros de la actividad poblacional de neuronas del hipocampo.

44



Sustancias.
Alcohol etilico.
Pentobarbital sédico (anestésico Pfizer)
Liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) que contiene (en mM): NaCl: 119,
Glucosa: 30, NaHCOs3: 25, KCI: 3, MgCl,: 1 y CaCly: 1.5.

Procedimiento.
Todos los ratones utilizados se mantuvieron en un cuarto con una temperatura de
22 -C y con periodos de luz /oscuridad de 12:12-h con libre acceso de comida y
agua.

Obtencion de la solucion oligomerizada de PBA
El protocolo utilizado para la obtenciéon de la solucidén oligomerizada de PBA fue
realizado en base a lo descrito por Klein (Klein W. L., 2002) y Lambert (Lambert M.
P., 1998). La PBA+.42 fue inicialmente solubilizada en 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) a una concentracion de 1 pM. La solucién fue incubada durante
un periodo de 60 minutos, a temperatura ambiente, procurando que el vial
permaneciera cerrado. Posteriormente, se permitié la evaporaciéon del solvente
durante toda la noche a temperatura ambiente. Después el péptido fue
resolubilizado en DMSO al 100%, y fue diluido en medio F12 (sin rojo fenol) hasta
alcanzar una concentracién de PBA de 100 uM. Esta solucién fue incubada por un
periodo de 24 horas a 5°C. Finalmente, la solucion fue centrifugada a 14,000 xg
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante, que contiene los oligbmeros y
monémeros de PBA, fue almacenado casi inmediatamente a temperaturas no

mayores a 20°C y usado en los experimentos.

Preparacion de las rebanadas
Para obtener las rebanadas transversales de 400 um de espesor los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sédico via intraperitoneal (40 mg/kg).
Posteriormente, fueron perfundidos transcardialmente con fluido cerebroespinal
modificado frio que contiene 238 mM sacarosa, 3 mM KCI, 2.5 mM MgClI2, 25 mM
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NaHCO3, y 30 mM D-glucosa, pH 7.4, burbujeado con carbégeno (95% 02 y 5%
CO2).

Luego los animales fueron decapitados y los cerebros removidos y puestos en
hielo con LCRA burbujeado con carb6geno. Un solo hemisferio fue montado en un
bloque de agar a 30° de inclinacion y las rebanadas obtenidas de la formacién
hipocampal fueron cortadas con un vibratomo. Antes de comenzar el experimento

las rebanadas se dejaron reposar oxigenadas durante una hora.

Registros electrofisiolégicos.

Para la obtencién de los registros de la actividad poblacional espontanea
las rebanadas fueron transferidas, de forma individual, a una camara de perfusion
sumergida continua con LCRA oxigenada de manera constante a una temperatura
de 30+2°C. Los registros de campo se obtuvieron con electrodos de succion
extracelulares, fabricados a partir de capilares de borosilicato llenados con LCRA 'y
posicionados sobre la superficie del hipocampo, en la regién CA1, con la ayuda de
un micromanipulador. La sefal fue amplificada, filtrada e, integrada
electrénicamente para después ser almacenada con ayuda de un equipo de

cémputo.

Fig. 15 Se resalta la posicién del electrodo en la
region CAl del hipocampo para registrar la
actividad de campo. (Modificado de Amaral et
al, 1989)
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Protocolo para el registro de la actividad eléctrica del circuito
hipocampal CA1
Una vez que se colocd el electrodo sobre la region CA1, ahi se mantuvo el resto
del experimento. Se reqistro la actividad durante 2 horas 11 min. Después de 10
min (tiempo aproximado requerido para que la actividad registrada se estabilice)
se llevo a cabo el registro en la secuencia siguiente:
e 10 min de estabilizacién
e 20 min de registro de actividad espontanea (control)
e 30 min de registro de actividad en presencia de bloqueadores o
abridor de los canales de K* sensibles a ATP
e 60 min de registro de actividad en presencia de la PBA
e 10 min de registro de actividad en presencia de lidocaina
e 1 min de registro de actividad ruido eléctrico (el electrodo en el bafio
sin tocar la rebanada)
Andlisis de resultados
Los registros de actividad poblacional fueron cuantificados con el analisis clasico
de espectro de potencia, en el cual se utilizaron fragmentos del final del registro de
5 min aplicando el algoritmo de la transformada rapida de Fourier con una ventana
de Hamming en el programa Clampfit (Molecular Devices), integrando el espectro
de potencia de 1 a 70 Hz. Cabe mencionar que en todos los experimentos se
utilizo lidocaina como un control para ver la viabilidad de las rebanadas ya que al
aplicar lidocaina todos los canales de Na+ se bloquean impidiendo la
despolarizacion de las neuronas lo cual disminuye la actividad eléctrica en
comparacién al control y gracias a eso se puede apreciar el ruido eléctrico. Esta
actividad se resta a la sumatoria de la potencia del control y a las demas
condiciones y después se normaliza al 100% asi nos queda la cuantificacién de la

actividad biologica y se comparan las medias de las diferentes condiciones.

Analisis estadistico

+ Se utilizaron pruebas no paramétricas debido a que los datos no se
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distribuyeron dentro de la normalidad.

Se utilizé la prueba Wilcoxon para comparar la media del Control vs PRA

Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las medias de los
diferentes grupos: 1) Control vs Tolbutamida y PBA, 2) Control vs
Glibenclamida y PBA, 3) Control vs Diazoxida y PBA con una comparacién
multiple de ajuste de Dunn’s para evaluar las diferencias entre los
diferentes grupos usando el programa GraphPad Prisma con un nivel de
significancia de P < 0.05.
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VIl. Resultados

La regién CA1 del hipocampo genera actividad poblacional que presenta
componentes de frecuencia entre los 5 y los 50 Hz (Fig. 7.1). Sin ignorar que la
actividad muestra un rango muy amplio de frecuencias, se encontré6 que la
frecuencia promedio (aquella frecuencia con la potencia maxima) fue de 7.40 %
1.32 Hz (N = 6). La actividad descrita es altamente reproducible, robusta y se
mantiene inalterada durante varias horas (Balleza-Tapia et al., 2010). La
aplicacion de PBA 10 nM inhibe la generacion de la actividad espontdnea
producida por la regién CA1 del hipocampo. Después de 60 minutos de la
aplicacion continua de PBA 10 nM, ésta disminuye la potencia de la actividad
poblacional a 56.04 = 10.4% del control (N = 6, p <0,05) mientras en la frecuencia
no muestra cambios significativos 6.0. £ 1.30 Hz cabe destacar que esta inhibicion
es reversible (Balleza-Tapia et al; 2010; Fig. 7.1).
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Fig.7.1 La PBA inhibe la actividad poblacional del circuito hipocampal. Los trazos representativos (A) muestran la
actividad poblacional espontdnea de la regiéon CA1 del hipocampo antes (trazo azul) y después de 60 minutos de aplicacién
continua de PBA 10 nM (trazo rojo) se observa una disminucién en la potencia. A la derecha (B) se muestran los
respectivos espectros de potencia de un trazo representativo (con los mismos colores de los trazos). La actividad muestra
componentes de frecuencia en un rango muy amplio (1-40 Hz). (C) Ademds, note que la potencia es disminuida en
practicamente todas las frecuencias una vez que se aplica la PBA 10 nM. La cuantificacién de la potencia integrada
(normalizada con respecto al control) muestra una disminucién significativa en la potencia de la actividad hipocampal
después de la aplicacién de PBA 10 nM. * denota una diferencia significativa en comparacién al control (p<0.05).
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Una vez reproducido el efecto inhibidor producido por la PBA, se evalto el
efecto de los bloqueadores de canales de K* sensibles de ATP sobre la actividad
hipocampal, asi como sus efectos sobre la inhibicion de la misma producida por la
PBA. Para ello se aplicé el bloqueador de canales de K* sensibles de ATP
Tolbutamida (20 uM; Zawar et al., 1999; Stanford et al., 1995; Tromba et al., 1992)
a rebanadas que, en condiciones control mostraron una frecuencia pico de 6.00
1.22 Hz. Después de 30 min de aplicacion continua de Tolbutamida se puede
observar un aumento significativo en la potencia de la actividad poblacional de
CA1 a 369.0 £ 98.49% del control (N =9, p <0,05) mientras en la frecuencia pico
no mostré cambios significativos 7.66 = 1.61 Hz. Posteriormente, se agrego la PRA
(10 nM en presencia de la Tolbutamida) y se observdé que la PBA no afecta
significativamente la potencia de la actividad hipocampal con respecto a la
actividad en presencia de Tolbutamida (230.4 = 70.84% del control; N = 9, p
<0,05) y que dicha actividad sigue siendo de potencia mayor a la registrada en
condiciones control. De nueva cuenta, no observamos cambios significativos en la

frecuencia pico 6.77 + 1.48 Hz (ver Fig 7.2)
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Fig.7.2 La Tolbutamida aumenta la actividad de la region CA1 del hipocampo y evita la inhibicién de la misma
producida por la PPBA. Los trazos representativos (A) muestran la actividad poblacional de la regién CA1 del hipocampo antes
(trazo azul) y después de la aplicacién continua de 30 minutos de Tolbutamida (20uM) (trazo rojo), asi como después de la
posterior aplicacién de la PBA (10nM) por 60 minutos (trazo verde). A la derecha (B) se muestran los respectivos espectros de
potencia de un trazo representativo (con los mismos colores de los trazos). Note que la actividad muestra componentes de
frecuencia en un rango muy amplio (1-40 Hz). (C) La potencia es aumentada en pricticamente todas las frecuencias con la
aplicacién de Tolbutamida (20uM). La cuantificacidén de la potencia integrada (normalizada con respecto al control) muestra un
aumento significativo en la actividad en presencia de Tolbutamida (20uM)* y una disminucién no significativa al agregar PBA
(10nM). La actividad hipocampal en presencia de Tolbutamida y PBA es mayor a la registrada en condiciones control. * denota
una diferencia significativa en comparacién al control (p<0.05).

En el siguiente experimento, se utilizd otro bloqueador de canales de K*
sensibles a ATP, la Glibenclamida (1uM; Zawar et al., 1999; Stanford et al., 1995;
Tromba et al., 1992), para poder determinar su efecto en el circuito del hipocampo.
Este bloqueador se aplicé a rebanadas que en condiciones control presentaron
una frecuencia pico 11.80 £4.23 Hz. Después de 30 min de aplicacién continua de
Glibenclamida se puede observar un aumento significativo en la potencia de la
actividad de la regién CA1 del hipocampo a 231.9 £ 33.12% del control (N=5, p
<0,05) y una frecuencia pico, sin cambios significativos, de 12.6 £5.07 Hz. Una vez
que se aplicd la PBA no se observd cambios en la potencia de la actividad
hipocampal con respecto de la Glibenclamida (230.0 £ 30.94% del control; N=5, p
<0,05) ni cambios significativos en la frecuencia pico (11.40 #4.15 Hz), pero si
hubo diferencias significativas con respecto al control (ver fig 7.3). De lo anterior
se desprende que la inhibicién de los canales de K" sensibles a ATP con
Glibenclamida  previene la inhibicibn de la actividad eléctrica hipocampal

producida por la PBA.
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Fig.7.3 La Glibenclamida aumenta la actividad de la regiéon CA1 del hipocampo y evita la inhibicién de la misma
producida por la PBA. Los trazos representativos (A) muestran la actividad poblacional de la regién CA1 del hipocampo
antes (trazo azul) y 30 minutos de después de la aplicacién continua de Glibenclamida (1uM) (trazo rojo), asi como 60
minutos después de la posterior aplicacién de la PBA (10nM) (trazo verde). A la derecha (B) se muestran los respectivos
espectros de potencia de un trazo representativo (con los mismos colores de los trazos). Note que la actividad muestra
componentes de frecuencia en un rango muy amplio (1-50 Hz). (C) La potencia es aumentada en pricticamente todas las
frecuencias con la aplicacién de Glibenclamida (1uM) y que esta actividad no es afectada por la aplicacién de PBA. La
cuantificacién de la potencia integrada (normalizada con respecto al control) muestra un aumento significativo en la
actividad en presencia de Glibenclamida (1uM), dicha actividad no cambia al agregar PBA (10nM), * denota diferencias
significativas en comparacién al control (p<0.05).

Una vez demostrado que el bloqueo de los canales de K* sensibles a ATP
aumenta la actividad hipocampal y la protege del efecto inhibidor de la PBA, se
procedié a aplicar al abridor de dichos canales (la Diazoxida) y caracterizar su
efecto sobre la actividad del hipocampo y sobre las alteraciones causadas por la
PBA. Este abridor se aplicé a rebanadas que en condiciones control mostraron una
frecuencia pico 9.33 + 2.02. Hz. Después de la aplicacidén continua, durante 30 min
de Diazoxida (300 uM; Zawar et al., 1999; Stanford et al., 1995; Tromba et al.,
1992) se observo una disminucién significativa en la potencia de la actividad
poblacional de CA1 a 56.61 £ 11.65% del control (N = 6, p <0,05), sin cambios
significativos en la frecuencia pico (11.33 £ 2.39 Hz). Posteriormente, se agregd
PBA y se observé una disminucion que no fue significativa en la potencia con
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respecto a la Diazoxida a 40.98 + 10.39% del control (N = 6, p <0,05), sin cambios
significativos en la frecuencia pico (7.83 £ 1.74 Hz), lo que indica que la Diazoxida
ocluye los efectos de la PBA.
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Fig.7.4 La Diazoxida inhibe la actividad de la region CA1 del hipocampo y ocluye el efecto de la PBA. Los trazos
representativos (A) muestran la actividad poblacional de la regién CA1 del hipocampo antes (trazo azul) y después de la
aplicacion continua, de 30 minutos, de Diazoxida (300uM; trazo rojo), asi como la posterior aplicacién de la PBA
(10nM) por 60 minutos (trazo verde). A la derecha (B) se muestran los respectivos espectros de potencia de un trazo
representativo (con los mismos colores de los trazos). Note que la actividad muestra componentes de frecuencia en un
rango muy amplio (1-50 Hz). (C) Ademds, la potencia es disminuida en pricticamente todas las frecuencias con la
aplicacién de Diazoxida (300uM). La cuantificacién de la potencia integrada (normalizada con respecto al control)
muestra una disminucién significativa en la actividad en presencia de Diazoxida (300uM). La posterior aplicacién de la
PBA (10nM) no disminuye més la actividad hipocampal y la actividad no genera cambios significativos al agregar PBA
* denota diferencias significativas en comparacion al control (p<0.05).
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VIII. Discusidn

Esta investigacion forma parte de un esfuerzo que busca entender las
bases celulares involucradas en los efectos deletéreos que la PBA produce sobre
la funcionalidad de los circuitos neuronales. Ademas, se propone explorar
alternativas que pudieran ser clinicamente relevantes para prevenir los efectos
inhibitorios sobre la actividad del circuito hipocampal y sobre la memoria (Pefa-
Ortega et al., 2012). Los experimentos en nuestro laboratorio han demostrado que
la aplicacién de la PBA soluble es capaz de disminuir la actividad espontanea del
hipocampo y la CE en rebanadas de cerebro de roedores (Balleza-Tapia et al.,
2010; Pena-Ortega et al., 2012). Esto mismo ocurre in vivo en el hipocampo de la
rata (Pena et al., 2010; Pefa-Ortega & Bernal Pedraza, 2012). Es importante
sefalar que estos hallazgos han sido validados por otros grupos de investigacién,
que han corroborado el efecto inhibidor que produce la PBA sobre la actividad
espontanea del hipocampo y correlacionado estos efectos con un deterioro
cognoscitivo (Colom et al., 2010; Villete et al., 2010). Los resultados obtenidos en
el experimento control de esta tesis corroboran que la inhibicion de la actividad del
circuito hipocampal producida por la PBA es robusta y consistente (Fig. 7.1). El
objetivo principal de este estudio fue determinar si la via transduccional
involucrada en la inhibicidbn de la actividad hipocampal producida por la PBA
involucra a los canales de K* sensibles a ATP. El resultado final mostré, en efecto,
que los canales de K+ sensibles a ATP participan en la inhibiciéon del circuito
hipocampal producida por la PBA. Esto, debido a que el bloqueo con Tolbutamida
y Glibenclamida de los canales de K" sensibles a ATP inhibe la alteracién
producida por la PBA sobre la actividad hipocampal. Asi mismo, al abrir los
canales de K* sensibles a ATP con Diazoxida se observa una disminucion de la
actividad hipocampal similar a los efectos que la PBA causa en el circuito
hipocampal. M&s aun, la aplicacion de la PBA, en presencia de Diazoxida no
produce una inhibiciébn mayor a la ya producida por el abridor de los canales de K*
sensibles a ATP. Esto indica que la Diazoxida ocluye los efectos de la PBA sobre
la actividad hipocampal y sugiere fuertemente que los efectos producidos por la
PBA involucran la activacién de estos canales.
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Cabe destacar que los farmacos utilizados en esta tesis son usados en el
tratamiento terapéutico de la diabetes mellitus tipo Il (Hibino, 2009) y que podrian
ser utilizados en la terapéutica de la EA debido a que son de uso rutinario. La
potencialidad de usar las Sulfonilureas en la EA seria de gran impacto debido a
que se ha comprobado que atraviesan la barrera hematoencefdlica y podrian
actuar sobre el cerebro y mejorar procesos cognitivos (Slingerland et al, 2007).
Otra de las ventajas es que estos farmacos son de facil acceso, amplia
distribucion y se administran por via oral, lo que los convierte en candidatos
excelentes para el manejo de los deterioros cognitivos que se presentan en la EA.
Sin embargo, falta mucha investigacidn para conocer los efectos que estos
farmacos pueden tener en pacientes con EA.

8.1. Bloqueo de los Canales de K* sensibles a ATP

Uno de los objetivos de este estudio fue determinar el efecto de los
blogueadores de los canales de K™ sensibles a ATP (Tolbutamida y Glibenclamida
) sobre la actividad del circuito hipocampal. Cabe destacar que se utilizo un criterio
de inclusion, donde solo se incluyeron los experimentos donde al aplicar los
blogueadores se observara como minimo un aumento del 50% con respecto al
control. Los resultados muestran que ambos bloqueadores producen un aumento
significativo en la actividad de la regién CA1. Nuestros resultados se comparan
analogamente a los efectos que estos mismos farmacos tienen sobre la actividad
eléctrica en el pancreas (Behrman et al., 2004). De igual forma, podemos
sustentar la participacion de los canales de K* sensibles a ATP en la regulacion de
la actividad hipocampal, en la evidencia de su extensa distribucion y expresiéon de
las subunidades Kir6.2 y Sur1 en el circuito del hipocampo (Karschin et al 1997).

Después de determinar el efecto de los blogueadores en el circuito
hipocampal se continud la caracterizacion del efecto de estos farmacos sobre la
inhibicién que produce la PBA en el circuito del hipocampo donde existen estudios
farmacolégicos que apoyan la posible participacién de los canales de K* sensibles
a ATP en la proteccién contra dafio oxidativo, ya que las sulfonilureas parecen

modular la despolarizacion inducida por glutamato durante la anoxia en neuronas
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piramidales de la regién CA3 del hipocampo (Ben Ari et al., 1990). Asimismo, en
esta tesis, la rebanadas de cerebro de hipocampo de ratdn fueron tratadas con las
sulfonilureas (Tolbutamida y Glibenclamida ), posteriormente al aplicarse la PBA
se observd una ligera disminucion en las tratadas con Tolbutamida que no fue
significativa en comparacion con la actividad basal (ver figura 7.2) y en las que
fueron tratadas con Glibenclamida practicamente no hubo cambios (ver figura 7.3)
por lo que se asume una neuroproteccién contra los efectos de la PBA al bloquear
dichos canales. Datos similares se han observado en los distintos protocolos
experimentales donde se observa en lineas de ratones transgénicos que
sobreexpresan la PBA y en cultivos celulares expuestos a la PBA que lo
bloqueadores de canales de K' sensibles a ATP como la Tolbutamida vy
Glibenclamida tiene un efecto neuroprotector (Yadong G Mattson M 1996; X.Chia
et al 2000; Dong et al 2010; Ikeda et al., 1993; Bernd B, Tjernberg L 1999; Azza B,
Elghotny 2010). Una posible interpretacion de estos resultados, es que la cascada
transduccional que activa la PBA afecta a los canales de K" sensibles a ATP
activandolos, por lo cual las neuronas del hipocampo se hiperpolarizan y se
observa una disminucion de la actividad poblacional. Dicha inhibicion no es
observada al tratar las rebanadas con los bloqueadores de los canales de K*
sensibles a ATP.

Existen estudios que han demostrado la participacién de los canales de K*
sensibles a ATP en procesos cognitivos de aprendizaje y memoria tanto en
ratones transgénicos (Betourne et al. 2009) he interesantemente, en un humano
que presenté una mutacion en el gen Kir6.2 mostré alteraciones cognoscitivas
muy parecidas a diferentes sintomas de la EA que fueron revertidas al ser tratado
con Glibenclamida (Slingerland et al., 2008). Estos estudios nos indican que
existe una relacion de los canales de K* sensibles a ATP con deterioros cognitivos
observados tanto en roedores como en humano y nos permiten especular que
estos canales podrian estar involucrados en los deterioros cognitivos causados
por la PBA que se han observado en pacientes con EA y que han sido
corroborados en ratones transgénicos (Mucke, 2000; Koffiea, 2009).
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8.2. Apertura de los canales de K* sensibles a ATP

Los agentes mejor conocidos como abridores de canales de K™ sensibles a
ATP incluyen pinacidil, nicorandil y Diazoxida (Hibino, 2009). En este trabajo se
utilizé la Diazoxida, que produjo una disminucioén significativa en la actividad del
circuito hipocampal en CA1 con respecto a la actividad basal (esta disminucion se
utilizo como criterio de inclusién), muy probablemente debido a que este abridor
produce una hiperpolarizacién de las neuronas del hipocampo (fig. 7.4; Ashcroft,
2005; Zawar et al., 1999; Stanford et al, 1995; Tromba et al 1992). Esto mismo
ocurre en respuesta a una reduccion en el ATP, lo que puede cambiar el potencial
de membrana hacia el potencial de equilibrio para el ion K*, hiperpolarizando la
célula (Ashcroft, 2005). Otros estudios donde se utiliz6 a la Diazoxida para activar
los canales de K* sensibles a ATP mostraron que algunas células hipocampales
producen una corriente saliente que es bloqueada por Tolbutamida y
Glibenclamida , demostrando asi presencia de canales de K* sensibles a ATP en
distintas neuronas del circuito hipocampal (Zawar et al., 1999; Stanford et al, 1995;
Tromba et al 1992). Con estos resultados podemos asumir que la actividad del
circuito hipocampal es inhibida al ser tratada con Diazoxida por la presencia de los
canales de K" sensibles a ATP en las neuronas de este circuito.

Después de determinar el efecto de la Diazoxida en el circuito hipocampal
en CA1 se evalud la inhibicidn que produce la PBA en el circuito del hipocampo en
estas condiciones. Interesantemente, los resultados observados nos muestran que
la PBA no disminuye de manera significativa la actividad de las rebanadas que
fueron tratadas previamente con Diazoxida. En base a lo anterior, dada la oclusion
de los efectos de la PBA por la Diazoxida, sugerimos que la PBA esta activando
los canales de K sensibles a ATP en el hipocampo.

Nuestros resultados coinciden con los realizados por Dong et al., (2010)
donde demostraron que la administracion a largo plazo de Diazoxida suprime los
deterioros causados por la PBA en un modelo de raton 3XTgAD que presenta las
caracteristicas de la EA. Proponemos que el tratamiento crénico con Diazoxida,
llevaria a una disminucién de la expresién de los canales de K* sensibles a ATP,
como una regulacion homeostatica ante los deterioros causados por la PBA que
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estan actuando como un abridor de los mismos canales. En otro estudio realizado
por Betourne et al (2009) se ha mostrado que la administracion de Diazoxida
produce un fuerte deterioro en la memoria contextual en la tarea del
condicionamiento al miedo, mismo que es revertido por Tolbutamida. Podemos
asumir, en base a lo anterior, la promocién de la actividad de los canales de K*
sensibles a ATP, ya sea con un abridor (la Diazoxida) o por medios indirectos (la
PBA), puede causar deterioros cognitivos que en los resultados de nuestra tesis se
correlacionan con una disminucion de la actividad hipocampal que es igualmente
producida (e incluso ocluida) por la PBA y la Diazoxida. De manera relevante,
existe un estudio realizado en un humano con una mutacién en el gen para
proteina Kir6.2 causante de la diabetes neonatal donde también se observaban
desordenes cognitivos que tuvieron mejoria al ser tratado el paciente con
Glibenclamida (Slingerland et al., 2008). Estos estudios y nuestros resultados dan
relevancia a los canales de K* sensibles a ATP en procesos cognitivos y a su
posible participacion en los efectos deletéreos causados por la PBA. Proponemos
que estos canales participan en la cascada transduccional que desencadena la
PBA en el circuito hipocampal.

Los resultados de este estudio y la revision de la literatura nos ayudaron a
plantear una perspectiva experimental que describiremos a continuacion. Estudios
de nuestro laboratorio han demostrado que la PBA disminuye la frecuencia de
disparo de diversas poblaciones de interneuronas GABAérgicas, asi como la
frecuencia de los potenciales posinapticos inhibitorios que éstas reciben o bien
que generan sobre las neuronas piramidales (Huanosta-Gutierrez et al., 2010;
Verret et al., 2012). Si a estos resultados le agregamos el estudio realizado por
Zawar et al (1999) donde se encontré que la cantidad de canales de K* sensibles
a ATP es mayor en células granulares e interneuronas en comparacién con las
células piramidales, podemos asumir que al abrir los canales de K" sensibles la
PBA afecta la actividad hipocampal debido a su efectos preferencial sobre
interneuronas GABAérgica. Esto nos dice que la cascada de transduccién que
genera la PBA podria estar afectando preferencialmente a la interneuronas debido
a su mayor expresion de canales de K sensible a ATP (Zawar et al 1999).
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Ademas, refuerza la hipdtesis de que la inhibicion producida por la PBA es
causada por la activacion los canales de K* sensibles ATP.

Los resultados de esta tesis son importantes en el estudio de la EA y sus
posibles blancos terapéuticos ya que los canales de K™ sensibles a ATP participan
en el deterioro cognitivo tanto en roedores como humano y de igual forma existe
relevancia de que estos canales se encuentran alterados en pacientes postmortem
con diagndstico de EA (lkeda et al., 1993). Los estudios previos y los resultados
de esta tesis nos permiten asumir que la PBA desencadena una cascada
transduccional que activa a las integrinas, que activan a la cinasa FAK, que a su
vez activa a la cinasa Fyn y, ésta a la enzima GSK3 y de alguna manera, que aun
se desconoce, se activan los canales de K* sensibles a ATP causando asi una
inhibicidn en la actividad del circuito del hipocampo que puede ser revertida con el
uso de Tolbutamida y Glibenclamida. Estos resultados sugieren mayor
investigacion de la participacion de estos canales en los efectos deletéreos
producidos por la PBA en el hipocampo y en otros circuitos relevantes para la

cognicién.
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IX. Conclusiones

La PBA inhibe la actividad oscilatoria espontdnea de la regién CA1 del
hipocampo del raton Swiss Webster, o que pudiera ser el sustrato del
deterioro cognoscitivo producido por dicha proteina.

El bloqueador de canales de K" sensibles a ATP Tolbutamida aumenta la
actividad la region CA1 del hipocampo y evita la inhibicion que produce la
PBA sobre la misma. Lo que indica que el bloqueo de los canales de K*
sensibles a ATP tiene un efecto neuroprotector contra la inhibicion que
produce la PBA sobre la actividad hipocampal. Este resultado sugiere el
estudio de este farmaco, de uso clinico corriente, como posible tratamiento
contra el deterioro cognoscitivo producido por la PBA y, quizas, contra los
sintomas tempranos en la EA.

El blogueador de canales de K* sensibles a ATP Glibenclamida aumenta la
actividad la regién CA1 del hipocampo y evita la inhibicidn que produce la
PBA sobre la misma. Lo que indica que el bloqueo de los canales de K*
sensibles a ATP tiene un efecto neuroprotector contra la inhibicion que
produce la PBA sobre la actividad hipocampal. Este resultado sugiere el
estudio de este farmaco, de uso clinico corriente, como posible tratamiento
contra el deterioro cognoscitivo producido por la PBA vy, quizas, contra los
sintomas tempranos en la EA.

El activador de los canales de K* sensibles a ATP Diazoxida disminuye la
actividad del circuito hipocampal y ocluye el efecto de la PBA sobre la
misma. Lo que indica que la inhibicion de la actividad hipocampal producida
por la PBA involucra la activacion de los canales de K* sensibles a ATP.
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