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Resumen:

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa del sistema nervioso central
(SNC), en la que los procesos cognitivos se ven ampliamente afectados. Actualmente es una de las
enfermedades con mayor impacto y se han desarrollado multiples herramientas para su estudio. Una de
ellas son los modelos de animales transgénicos que permitan entender los procesos que conllevan al

desarrollo de la enfermedad.

El modelo 3xTg-AD (modelo de la EA), presenta alteraciones en la memoria gustativa, que pueden ser
resultado de la acumulacion del péptido beta amiloide (BA) en la corteza insular (Cl) y la amigdala
basolateral (ABL), regiones cerebrales relacionadas con la formacion de este tipo de memoria. Una de
las alteraciones que se aprecian, es que los animales no presentan el miedo y aversion que se exhibe de
forma natural a sabores novedosos (neofobia). Adicionalmente, los animales no exhiben una memoria
gustativa aversiva de largo plazo. Las perturbaciones en este tipo de memoria, pueden tener dos
explicaciones: 1) Los animales presentan alteraciones sensoriales, tal como sucede en pacientes con
EA, cuya percepcion sensorial se encuentra disminuida, 2) Se trata de un problema en la formacion de la

memoria.

Para resolver esta disyuntiva, en este proyecto de tesis se analizé si los animales 3xTg-AD eran capaces
de percibir el sabor de sacarina, saborizante utilizado en el laboratorio para la formacion de una memoria
gustativa aversiva. Al comparlos con animales con el mismo fondo genético (silvestres), se observo que
ambos grupos presentan curvas de preferencia y consumo, con pendientes y umbrales similares;
sefialando una capacidad similar para percibir el estimulo gustativo, descartando con ello alteraciones de

tipo sensorial, sugiriendo un problema de indole cognitivo.

Con el fin de analizar perturbaciones en la formacién de la memoria, se analiz6 la memoria de corto
plazo en el Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS), una herramienta utilizada para el analisis de
la memoria aversiva. Se utilizaron animales con diferentes etapas de la acumulacion de BA y se observo
gue tanto los ratones con una escasa acumulacién, como animales con una acumulacion importante del

péptido, en la Cl y la ABL, son capaces de formar una memoria a corto plazo. Este hallazgo es relevante



porque sugiere perturbaciones en la consolidacion de la memoria gustativa, proceso en que la dopamina

(DA) tiene un papel relevante.

Conociendo esta informacion y con el fin de entender las fallas en la liberacion de DA que se reportan en
este modelo y su relacién con la acumulacion de BA, se realizd un andlisis por inmunofluorescencia

doble, contra (A y tirosina hidroxilasa (TH) en Cl y ABL.

El analisis de la Cl mostré que existe una correlacion inversa entre la acumulaciéon de BA y la expresion
de TH, es decir, entre mayor deposicién de BA se encuentra en el tejido, menor expresion de TH es
detectable, lo que puede sugerir una atrofia de las terminales catecolaminérgicas en animales de edad

avanzada.

El andlisis en la ABL, no replica los resultados observados en la Cl, ya que se observa una acumulacion
importante de BA desde edades tempranas, acompanadas de una expresion importante de TH,
expresion que no se reduce de manera significativa, en animales con una mayor acumulaciéon del

péptido.

Al integrar estos resultados, se sugiere que la acumulacién de BA en la Cl pudiera estar causando
perturbaciones en la expresion de TH, evento que afectaria los procesos de la memoria donde participan
catecolaminas, como la consolidacion de la memoria gustativa y el etiquetamiento de los estimulos. Esta
disminucion de la expresién de TH pudiera presentarse también en la ABL, pero para corroborarlo, es

necesario realizar un estudio mas detallado de la region.



Introduccion.

Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un problema de caracter médico, social y de salud publica, que ha
recibido mayor importancia a medida que la poblacion mundial envejece, ya que afecta principalmente a

adultos mayores a partir de los 60 afios de edad y es la causa mas comun de demencia.

La demencia es el deterioro severo, permanente y progresivo de las habilidades cognitivas, al grado de
afectar funciones sociales, intelectuales y ocupacionales, esta condicion es causada por alteraciones en
el cerebro y puede ser una consecuencia normal del envejecimiento. Pero en la EA se presenta un
deterioro cognitivo exacerbado que lleva la incapacidad mental y funcional y finalmente la muerte

(Nowotny, et al., 2001; Oddo et al., 2003; Reynolds & Crowe, 2006).

La EA se caracteriza por un deterioro cognitivo gradual e irreversible, cuya manifestacién mas importante
es una pérdida de la memoria. A nivel histologico, en la EA se presentan agregados amiloides, ovillos

neurofibrilares (ONFs), asi como una pérdida de neuronal y de las sinapsis (Castellani et al., 2010).

La etiologia de la enfermedad no se conoce con certeza, pero la evidencia sugiere que los agregados
amiloides (conformados por el péptido BA) y los ovillos neurofibrilares (conformados por la proteina tau),
tienen un papel critico en el desarrollo de la EA (Nowotny et al., 2001). BA y tau se encuentran de forma
regular en el cerebro pero por motivos que aun se desconocen, en la EA estas proteinas se acumulan en
forma de agregados amiloides y ONFs, respectivamente y dichas acumulaciones se acompafian de una
serie de eventos téxicos que provocan la muerte neuronal (LaFerla et al., 2007; Ballatore, et al., 2007;

Gendron & Petrucelli, 2009).



Caracteristicas generales de la EA.

Sintomas y diagnéstico de la EA.

Como se habia mencionado, la EA tiene un desarrollo lento pero irreversible y es mortal en todos los
casos, quienes la padecen viven en promedio entre 7 y 10 afios después del diagnéstico, aunque hay

quienes llegan a vivir hasta 20 afios (Holtzman et al., 2011).

En los pacientes con EA los sintomas mas tempranos se manifiestan como déficits subitos e
intermitentes en el recuerdo de eventos de la vida cotidiana, referidos como una pérdida de la memoria
episodica, es decir, inician teniendo periodos de olvido que evolucionan hasta convertirse en una pérdida

irreversible de la memoria y de las habilidades previamente aprendidas (Walsh & Selkoe, 2004).

Los pacientes en etapas avanzadas de la patologia no pueden valerse por si mismos, ya que el deterioro
mental es tan severo que interviene con la funcién social y ocupacional, lo que provoca que la EA sea un
transtorno incapacitante (Nowotny, et al., 2001; McKhann et al., 2011). Ademéas de la pérdida de
memoria se ha reportado que en la EA los pacientes presentan otros sintomas, principalmente de
caracter neuropsiquiatrico (psicosis, depresién, etc.) (Tariot et al., 2002) asi como perturbaciones en la

percepcion sensorial que afectan predominantemente al olfato (Aliani et al., 2013).

El diagnéstico de la EA es un proceso complicado, dado que los sintomas son confundidos a menudo
con pérdida de habilidades propias de gente de edad avanzada, e incluso con otros tipos de demencia.
Un diagndstico certero de la EA sélo puede realizarse mediante un analisis histolégico postmortem (Perl,
2010), que consiste en un examen detallado del tejido cerebral y en el que necesariamente deben

encontrarse marcadores de la EA como los agregados de BA y tau.

A nivel macroscoépico el cerebro de pacientes que padecieron una demencia severa por la EA presenta
una atrofia evidente, ésta se caracteriza por una pérdida en el volumen y el peso cerebral, en

comparacioén con el de personas sanas de la misma edad (Castellani et al., 2010).



Etiologia

Como ya se menciond, no se ha logrado describir la etiologia de la EA. Conocerla, facilitaria el
diagnéstico, tratamiento y prevencion del padecimiento, ya que podrian generarse herramientas mas

eficaces para evitar los sintomas y efectos que la EA produce.

A pesar de la escasez de conocimiento en el tema, se han propuesto mdltiples hip6tesis que describirian
las causas iniciales subyacentes a los procesos degenerativos y su correlacion con los sintomas

observados.

Hipotesis de la cascada amiloide.

Una de las hipétesis con mayor apoyo es la hipétesis de la cascada amiloide (HCA) que postula a BA

como el causante principal de los eventos que se observan en la EA.

La produccién de BA es un proceso fisiolégico normal y se puede encontrar al péptido tanto en plasma
como en fluido cerebroespinal de individuos sanos y de pacientes con la EA (Gustaw et al., 2008). Se ha
sefialado la presencia de una asociacion entre el péptido y la EA, ya que éste se encuentra agregado en
cerebros de pacientes con la enfermedad, ademés de estar asociado a la presencia de neuritas
distréficas, que son restos de neuronas muertas que generalmente se agrupan en torno al nucleo

amiloide (Verdile et al., 2004).

Actualmente se sabe que el péptido BA es el principal componente de las placas neuriticas y otros tipos
de agregados amiloides, observados en los pacientes con la EA, la secuenciacion del péptido permitié
ubicarlo como un fragmento de la APP (Proteina Precursora Amiloide, por sus siglas en inglés), lo que
aunado al hecho de que las mutaciones en esta proteina dan origen a la EA, constituyen la bases en la
gue se fundamenta la hipétesis de la cascada amiloide, que ha sido el modelo molecular de la patologia

de la EA mas importante en los Ultimos afios (Armstrong, 2011).

La HCA indica que BA en su forma oligomérica es el iniciador de la cascada neurotdxica que culmina en

la muerte neuronal y la demencia observados en el padecimiento (Hardy & Selkoe, 2002; Haass &
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Selkoe, 2007). Por lo que otras modificaciones celulares como la presencia de ovillos, pérdida neuronal,
pérdida de contactos sinapticos y disfuncion en la neurotransmision, son una consecuencia de la

presencia exacerbada de BA.

Aunque no existe un consenso ni un mecanismo claro que explique el dafio celular provocado por BA, se
han descrito un nimero importante de procesos relacionados con el péptido, que conllevan al deterioro
neuronal. Algunos de ellos incluyen; la activacion de la respuesta inflamatoria (Lee et al., 2013);
liberacion de citocinas neurotoxicas y produccion de dafio oxidativo en células vecinas (Jovanovic, 2012);
induccién de mecanismos de apoptosis (Morishima et al., 2001); asi como la afectacién de los contactos
sindpticos (LaFerla et al., 2007). Este Ultimo fendmeno, correlaciona con una de las primeras

anormalidades descritas tanto en pacientes como en modelos animales.

Actualmente, esta hipétesis sefiala como principal factor de riesgo al envejecimiento, donde
adicionalmente se requiere un detonante que puede ser heredable, como las mutaciones descritas para
la EA. A partir de esta acumulacion patoldgica se puede correlacionar el tipo y grado de agregacion del
péptido con diferentes eventos patoldgicos que desenlazan en la neurodegeneracién y la demencia. En
la figura 1 se presenta un esquema que integra la propuesta de la HCA, mostrando desde factores de

riesgo, hasta eventos patoldgicos importantes presentes en el curso de la EA.
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Envejecimiento

< 60 afios > 60 afas
+ Mutaciones en PS1, 4+ Factores desconocidos
PS2, APP y otras (ApoE, enfermedades
sistémicas, etc.)

! !

Disfuncion en el procesamiento Disfuncién en la depuracion
de APP. Aumento en la de JA
produccion de A

h Aumento en |z d

acumulacién de BA
Acumulacién
intracelular de A

[

Acumulacién extracelular de
P, Formacién de oligdmeros

Declive cognitivo

Progreso del cuadro clinico

Acumulacién de
protofibrillas de A~ TG I & 1 B

[ | .

Acumulacion de
placas seniles

Demencia

v

+ Eventos patoldgicos

Figura 1. Hipétesis en cascada de amiloide. Este esquema integra la hipétesis de la acumulacion de BA como el origen de la EA
con el progreso de eventos patoldgicos ligados a la evolucion del cuadro clinico, considerando el envejecimiento como el principal
factor de riesgo. Tomada de Moreno-Castilla & Tovar y Romo en Lopez Mufioz & Torres Castillo, 2012.

Hip6tesis no amiloidogénicas.

Es importante mencionar que aunque la HCA es ampliamente aceptada, tiene supuestos que resultan
dificilmente reconciliables entre si o cuyo nexo no se ha podido describir con certeza. Un ejemplo de ello,
es que se ha observado que en modelos transgénicos que acumulan APP no se produce la cascada
descrita y se necesita de la presencia de transgenes de la proteina tau para replicar los sintomas
observados en la EA. Ademas de que la acumulacion amiloide y la de ONFs, se da a diferentes tiempos

y en regiones distintas (Armstrong, 2011).

Entre las varias objeciones que se hacen a la HCA, se encuentra el supuesto de que los agregados

amiloides y de la proteina tau pueden ser un resultado de la neurodegeneracidn y no necesariamente la

causa. Ademas de gque no existe un mecanismo ampliamente aceptado que explique cédmo la deposicion
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de BA conlleva a la formacion de los ovillos neurofibrilares (Armstrong et al., 2011), ni a la muerte y

degeneracién neuronal, que llevan al desarrollo de la enfermedad (Neve & Robakis, 1998).

Adicionalmente, la dificultad para establecer el rol especifico de los agregados amiloides en la EA, ha
llevado a que se propongan modelos alternativos. Estos se basan en la perturbacion del trafico vesicular
en la sinapsis, perturbaciones de la red del citoesqueleto, o de la distribucion de colesterol en la
membrana (Drouet et al., 2000). Algunos autores sugieren que las placas pueden ser resultado de la
neurodegeneracion, como consecuencia del estrés oxidante (Atwood et al.,, 2003), e incluso pueden

tener un papel protector.

Por otro lado, se ha observado que existe una correlacién entre la carga de ONFs en la corteza y el
grado de demencia de los pacientes, lo que sugiere que la presencia de los ONFs es la responsable de
la neurodegeneracién en la EA y al encontrarse en regiones cerebrales distintas a donde se localiza BA,
se trata de estructuras que se forman de manera independiente. Ademés los ONFs, se han observado
en tejido de pacientes con otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y

la demencia pugilistica, lo que subraya su papel neurotéxico (Neve & Robakis, 1998).

Otros autores sugieren que el problema no se encuentra en la acumulacion de BA sino a perturbaciones
provocadas por APP, por un lado se propone que la expresion excesiva de la APP es la responsable de
la neurodegeneracién, ya que modelos con amiloidosis avanzada no presentan problemas en el
aprendizaje espacial a diferencia de los animales que sobreexpresaban la proteina en estado silvestre.

Por otro lado, también se considera que el desarrollo de la EA puede deberse a la pérdida de la funcion
de APP y Presenilina 1 (PS1), proteinas a las que se les han asociado propiedades neurotroficas,
Ademas se ha visto que la delecién de BA en células neuronales con una mutaciéon en APP, provoca la
fragmentacion de DNA y apotosis, tal y como se genera en las células que si producen el péptido,

sefalando a la mutacion de APP y no a la acumulacion de BA (Neve & Robakis, 1998).

13



Caracteristicas patologicas de la enfermedad de Alzheimer.

El péptido BA en la EA.

Es claro que al ser caracteristicas diagnésticas de la EA y posibles causantes de ésta, tanto los
agregados amiloides como ONFs, sean a la fecha, sujeto de estudio y se tenga una cantidad importante

de informacion al respecto.

Por un lado, se sabe que la APP es una proteina transmembranal cuya funcién fisioldgica no se conoce
con certidumbre pero se ha reportado que puede estar involucrada en la plasticidad sinaptica (Chan et
al., 2002), la adhesion (Breen et al., 1991) y movimiento celular (Sabo et al., 2001). Ha sido una proteina
ampliamente estudiada porque a partir de su procesamiento proteolitico por las proteasas B-secretasa y
y-secretasa, se genera el péptido BA (ruta amiloidogénica). Cabe mencionar que existe un proceso
alternativo en el que no se genera el péptido y en el que participan las enzimas a-secretasa y y-

secretasa (ruta no amiloidogénica). Ambos procesos de esquematizan en la figura 2.

APP

P3

y-secretase

y-secretase

Amyloidogenic Nonamyloidogenic

Figura 2: Procesamiento proteolitico de APP. En la ruta amiloidogénica B-secretasa libera el ectodominio soluble de APP. El
fragmento unido a la membrana es posteriormente procesado por y-secretasa, que libera el péptido al medio extracelular .El
dominio intracelular de APP es liberado al citosol en donde es rapidamente degradado. Mientras que en la ruta no amiloidogénica,
APP es cortada por a-secretasa. Corte que se lleva a cabo a la mitad del dominio de BA, liberando un ectodominio soluble y un
fragmento unido a la membrana, que al ser procesado por y-secretasa genera el péptido P3. Modificado de Wang et al., 2012.
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En la ruta no amiloidogénica, la APP es cortada por la a-secretasa en su porcion extracelular y por la y-
secretasa en su porcion transmembranal, mediante estos procesamientos proteoliticos se generan tres
péptidos: un ectodominio, un péptido libre (P3) y el dominio intracelular, a estas moléculas no se les ha

reportado un papel téxico y no se asocian con ninguna patologia.

En la ruta amiloidogénica, APP es cortada por la B-secretasa en su porcion extracelular, en una region
cercana a la membrana y por la y-secretasa en su porcion transmembranal, provocando la generacion de
tres péptidos: un ectodominio, BA y el dominio intracelular. Cabe mencionar que este Ultimo es
rapidamente degradado, mientras que BA tiene la capacidad de acumularse, conformando oligbmeros,
protofibrillas, fibrillas y placas neuriticas; agregados amiloides que como ya se resaltd, tienen un papel

importante en la EA.

Es importante recalcar que las dos rutas, se llevan a cabo de manera fisiolégica en las células y no
implican una condicién patolégica por si solas. Por ejemplo, se ha reportado que el fragmento
correspondiente a BA parece estar participando en el control de la actividad sinaptica, causando un
decremento en ésta, que es necesario para evitar la excitotoxicidad en condiciones no patologicas
(Kamenetz et al., 2003). Por otro lado, también se ha sugerido que tiene un papel relevante en la
supervivencia neuronal, ya que la inhibicion de la produccion enddégena del péptido o su
inmunodeplecion en cultivos primarios de neuronas del SNC, provoca muerte celular, efecto que no se
observé en otros tipos celulares y que pudo ser contrarrestado con la adiciébn de concentraciones

fisioldgicas de la isoforma mas comun de BA (Plant et al., 2003).

Cabe recalcar que paradigmaticamente se ha asumido que los efectos negativos/toxicos provocados por
BA en neuronas, se llevan a cabo hasta que existe una deposicién del péptido en placas, aunque
evidencia reciente indica que la presencia de oligbmeros solubles dentro de la célula mas que las placas,
son la principal causa de disfuncion sinaptica que conlleva a la neurodegeneracién (Ferreira et al, 2011;

Demuro et al., 2010; Xia, 2010; Ferreira & Klein, 2011; Wilcox et al., 2011).

Una evidencia que apoya esta aseveracion, es la que aportan trabajos recientes en los que se sugiere

que la formacion intracelular de BA pudiera ser un evento temprano en la patogénesis de la EA. Ya que
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en pacientes con alteraciones cognitivas leves, se ha reportado la presencia intracelular del péptido en
regiones que son mas susceptibles al desarrollo temprano de la patologia como el hipocampo y la
corteza entorrinal (Gouras, et al., 2000); ademas de preceder a la formacién de los depdsitos
extracelulares, y se ha demostrado que la concentracion intracelular de BA se reduce conforme las

placas extracelulares se acumulan (Mori, 2002; Oddo et al., 2006).

Es necesario mencionar la acumulacion intracelular porque juega un papel importante en la EA, ya que
produce efectos patoldgicos y afecta el funcionamiento celular y de los organelos (LaFerla et al., 2007).
Ademas, se sugiere que pudiera estar mediando los eventos patologicos in vivo, particularmente dentro

de una neurona disfuncional.

La evidencia sugiere que la acumulacion intracelular de BA puede contribuir a la patologia de la EA, ya
gue facilitaria la hiperfosforilacion de tau, al perturbar la funcién del proteasoma (Gregori et al., 1995; Oh
et al., 2005; Almeida et al., 2006) y la mitocondria (Manczak et al., 2006; Hansson et al., 2004), eventos
gue conllevan a la formacién de especies reactivas de oxigeno y alteracién en la liberacién de calcio,

eventos cuyo efecto es la disfuncién sinptica (LaFerla et al., 2007).

Ademas, cuando los oligbmeros se encuentran en las neuronas, son capaces de desregular la actividad
y reducir la expresion de los receptores de glutamato (NMDA y AMPA), los receptores de tipo NMDA, se
encargan de mantener la homeostasis de glutamato en la célula y estan involucrados en procesos

importantes como la plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria (Danysz & Parsons, 2012).
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La proteina tau hiperfosforilada en la EA.

Los ovillos neurofibrilares (ONFs) son depdsitos intracelulares de la proteina tau hiperfosforilada dentro
de neuronas degeneradas, esta proteina en condiciones no patologicas, se encuentra en gran cantidad
en neuronas y mas predominantemente en los axones, en las que se une a los monémeros de tubulina
formando polimeros estables que son esenciales para el transporte y crecimiento axonal (Nowotny, et al.,

2001; Gendron & Petrucelli, 2009).

Tau es una proteina asociada a microtdbulos (MT) conformada principalmente por 3 dominios: uno de
unién a tubulina en la fraccién C-terminal, seguido de una region rica en prolina y en la fraccion N-

terminal cuenta con una region rica en aminoacidos (aa) acidos (Gendron & Petrucelli, 2009).

Aungue la funcién primordial de tau es la estabilizacién de microtlbulos, varios reportes sugieren que
tau puede interactuar con otras estructuras y enzimas, incluyendo el RNA (Kampers, et al., 1999) y la
PS1 (Takashima, et al., 1998). Aunque la importancia de la interaccién especifica de tau con estructuras
distintas a microtibulos no ha sido descrita, se sugiere que tau pudiera estar uniéndose de manera
promiscua con distintas moléculas, uniones que serian mas comunes si la proteina no se encuentra
asociada a los microtubulos, lo que provocaria un plegamiento irregular de la proteina y su posterior

acumulacién (Ballatore, et al., 2007).

La afinidad de tau por los microtibulos, depende de su fosforilacion en residuos de serina y treonina. En
condiciones normales, tau se encuentra en un equilibrio constante en el que se llevan a cabo ciclos
frecuentes de unién y separacion de tau con los MTs, en los que intervienen tanto cinasas como

fosfatasas (Ballatore, et al., 2007).

La accién de tau sobre los MT no es nada trivial ya que contribuye de manera directa o indirecta a
distintos procesos celulares ya permite el mantenimiento de la morfologia celular, el transporte axonal y
la formacién de prolongaciones dendriticas y axonales. Estos procesos permiten que las neuronas se

encuentren en estados Optimos de funcionamiento y viabilidad (Gendron & Petrucelli, 2009).
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Para que los procesos de transporte axonal, sefializacion neurotréfica y la movilizacion de organelos
durante la sinapsis, entre otros, puedan llevarse a cabo de manera efectiva, se necesita de la
fosforilacion y defosforilacion de tau (Ballatore, et al., 2007). Perturbaciones en el transporte axonal,
afectan severamente la sinapsis, ademas de la neurotransmision y la propagacion de sefiales llevando

finalmente a la degeneracion sinaptica (Gendron & Petrucelli, 2009).

En condiciones patoldgicas, el equilibrio de unién de tau con los MTs esta perturbado, lo que resulta en
un incremento de tau libre (no unida), que es susceptible a sufrir modificaciones en el plegamiento y con

ello mayor capacidad para agregarse, esto debido a una mayor fosforilacién o una menor defosforilacion.

En la EA tau se encuentra hiperfosforilada lo que conlleva a que se forme una unién poco eficiente con
los micrétubulos. La proteina libre se pliega de manera anormal, formando depésitos cuya estructura se

modifica hasta conformar los ovillos neurofibrilares (Gendron & Petrucelli, 2009).

Estos ovillos resultan toxicos para las neuronas y conllevan a la pérdida de contactos sinapticos,
transporte axonal deficiente, estructuras microtubulares defectuosas y posteriormente a la muerte
neuronal (Nowotny, et al., 2001; Oddo, et al., 2003). Estudios han mostrado que la cantidad y la
distribucién de los ovillos neurofibrilares en casos de EA, correlacionan con el grado de demencia y la

duracion de la enfermedad (Perl, 2010).

Es importante mencionar que los efectos negativos provocados por tau en la célula, como la muerte
neuronal, se han reportado adn sin la presencia de los ONFs, por lo que se propone que la
neurodegeneracion provocada por tau en EA y otras patologias como la demencia frontotemporal y la
enfermedad de Pick, entre otras, se debe a la combinaciéon de una pérdida de la funcién normal de la
proteina y a la ganancia de otras funciones que resultan téxicas para la célula (Ballatore, et al., 2007;

Gendron & Petrucelli, 2009).

A diferencia de lo que sucede en la EA en la que la presencia de ovillos se lleva a cabo exclusivamente
en neuronas, en otras patologias relacionadas con tau, se observa un acumulacién proteica también en

células gliales (Gendron & Petrucelli, 2009).
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Alteracion de neurotransmisores en la EA.

Se ha descrito que ademas de la disfuncidn sinaptica, en la EA se presentan perturbaciones en distintos
sistemas de neurotransmision, esto tiene una gran relevancia porque altera la comunicacion entre las
neuronas, y con ello la funcionalidad del sistema. Ejemplo la alteracién de los neurotransmisores (NTS),
son estudios realizados en tejido de pacientes en una fase temprana de la enfermedad, en los que se
revela una alteracion selectiva de los neurotransmisores que conlleva a una menor actividad neuronal

(Francis, et al., 1993).

Se ha observado particularmente que el sistema colinérgico es uno de los sistemas que se encuentran
afectados en la EA 'y es uno de los factores responsables del deterioro intelectual que se presenta en el
envejecimiento de forma normal, asi como en los pacientes con el transtorno (Pérez-Martinez, 2005,

Francis, et al., 1993; Perry et al., 1978; Wilcock, et al., 1982; Sims, et al., 1983).

Es importante recalcar que a pesar de ser el sistema més estudiado, la neurotransmision colinérgica no
es el Unico sistema de neurotransmisién que presenta perturbaciones, ya que son varios los NT
involucrados en el proceso neurodegenerativo y su disminucion progresiva es la causante de los

sintomas de declive cognitivo (Francis, 2005; Martorana et al, 2010).

Se han reportado alteraciones de neurotransmisores desde etapas tempranas de la EA, entre los
sistemas afectados en esta fase estan el colinérgico, serotonérgico y noradrenérgico (Francis, et al.,
1993), mientras que en etapas mas avanzadas, las alteraciones se extienden también a los sistemas del
acido g-aminobutirico (GABA) (Rossor, et al., 1982; Lowe, et al., 1990) y el de somatostatina (Rossor &

Iversen, 1986; Francis, et al, 1987).

De manera mas reciente, se ha propuesto que el sistema dopaminérgico tiene un papel relevante en la
patofisiologia de la EA (ltoh et al., 1996; Kemppainen et al. 2003; Martorana et al., 2010; Mura et al.,
2010). Ejemplo de esto es la desregulacién de la expresion de los receptores dopaminérgicos, evento

descrito por al menos dos grupos de investigacion (Kumar & Patel, 2007; Joyce et al.,1993; 1998)
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Es importante considerar también, la evidencia que aportan los modelos animales, como las deficiencias
en la liberacion de dopamina (DA) que afectan severamente el desempefio cognitivo de los animales en
tareas en donde participa el neurotransmisor (Guzman-Ramos et al., 2012; Moreno-Castilla et al., en

preparacion).

Considerando la relevancia que ha adquirido el sistema dopaminérgico en los Ultimos afios debido a su
relacion con la EA y la escasa informacién con que se cuenta en este rubro, es importante estudiar con
mayor detenimiento a este sistema para poder ubicar las posibles perturbaciones y conocer cémo

afectan a los pacientes.

La dopamina es un neurotransmisor crucial para el 6ptimo funcionamiento del sistema nervioso. El paso
inicial para la biosintesis de dopamina y otras catecolaminas, es la accion de la Tirosina-hidroxilasa (TH)

sobre la tirosina, aminoacido que llega al sistema nervioso mediante la barrera hematoencefdlica.

La TH es una enzima relevante porque de manera general ha sido utilizada como marcador de neuronas
catecolaminérgicas desde hace varios afios, indicando la presencia de catecolaminas que se presentan
en las células (Bjorklund & Dunnet, 2007) principalmente de DA, ya el NT constituye aproximadamente el
80% de las catecolaminas en el cerebro (Vallone et al., 2000). La enzima no debe perderse de vista
porque es el marcador que se utilizd para realizar la inmunofluorescencia doble en el método de este

trabajo.

Por otro lado, se sabe que a DA actlia sobre sus receptores, existen al menos 5 receptores para este NT
(D1, D2, D3, D4 y Db5), la accién de la DA sobre sus receptores, se relaciona con funciones como la
regulacién de la conducta motora, la emotividad y ciertos estudios también la relacionan con procesos de
plasticidad neuronal y formacion de la memoria (Bahena-Trujillo et al, 2000; Jay 2003; Girault &

Greengard 2004; Rossato et al. 2009; Bannon et al, 2012).

El estudio de los sistemas y receptores dopaminérgicos ha generado gran interés, debido a que diversas
alteraciones en este sistema, han sido relacionadas, directa o indirectamente, con la adiccion a drogas
como la anfetamina y la cocaina asi como con transtornos severos como la enfermedad de Parkinson, la

esquizofrenia (Bahena-Trujillo et al., 2000) y de manera mas reciente, la EA.
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Bases genéticas de la EA.

Mutaciones en la EA.

A partir del estudio de casos de EA de tipo familiar, se han descrito mutaciones en 3 genes involucrados
en el desarrollo de la enfermedad, APP, PS1 y PS2. Las mutaciones en estos tres genes provocan una
sobreproduccion o fallas en el procesamiento normal de APP que se manifiestan en la acumulacion del
péptido BA. Se ha encontrado también un cuarto gen asociado consistentemente al desarrollo de la EA

esporadica, el alelo €4 del gen de apoliproteina E (ApoE) (Selkoe, 1997).

Las mutaciones en APP han sido ampliamente estudiadas y algunas de ellas clasificadas dependiendo
del sitio de origen de las familias portadoras de dichas mutaciones, se han descrito al menos 30 de ellas,

descritas en 83 familias (Clarimén, 2010).

Ejemplos de ellas son la mutacién inglesa 6 V717l, encontrada en una familia de origen inglés que
padecia de problemas tempranos de memoria episddica (Rossor et al., 1993). La mutacion sueca (APP
swe) que sustituye dos aminoacidos en las posiciones 670 y 671, que se ubican cerca del sitio de anclaje
de la [-secretasa (Mullan et al., 1992) y que provocan el aumento del corte mediado por dicha

secretasa (Haass et al., 1995).

Otras mutaciones en la APP localizadas en diferentes sitios de anclaje y corte de las secretasas
incluyendo a la flamenca, holandesa y artica, entre otras, provocan la deposicién de BA pero con un
patrén diferente de agregacién al encontrado en pacientes con EA, ademas de deficiencias cognitivas,
demencia e incluso hemorragia cerebral, particularmente la mutacion artica incrementa la agregacion de
BA, provocando un inicio temprano y una forma agresiva de la enfermedad (Nilsberth et al., 2001; Ryan

& Rossor, 2010).

Otras alteraciones de APP asociadas al deterioro cognitivo pueden deberse a la duplicacion genética,
como es el caso de los pacientes con sindrome de Down, con una copia adicional total o parcial del

cromosoma 21 (Rovelet-Lecrux et al., 2006).
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Por otro lado las mutaciones en las presenilinas que son proteinas transmembranales que conforman el
nucleo catalitico de la y-secretasa y cuyas funciones normales aln se desconocen, son muy diversas. La
mayoria de las mutaciones se han descrito para la PS1 (Citron et al., 1997). Una mutacion del gen de
PS1 es la PS1M146V, que de igual manera, incrementa los niveles de BA de 42aa, la forma mas tdxica

del péptido (Jankowsky et al., 2004).

En contraste, las mutaciones en PS2 tienen una incidencia muy baja en la EA familiar y se han descrito
diferencias en la sintomatologia clinica que presentan las familias con mutaciones en PS1 y PS2,
ademas de afectar de manera diferencial el corte de la y-secretasa, donde las mutaciones en PS2

parecen producir una deposicion menor de BA (Bentahir et al., 2006).

Cabe mencionar que mutaciones en la proteina tau, provocan su hiperfosforilacion y posterior
acumulacién en algunas taupatologias, un ejemplo de esta mutacion es la P301L. Es importante resaltar
gue en la EA, los ovillos neurofibrilares que se observan, estan conformados por la proteina tau en su
forma silvestre (Walsh & Selkoe, 2004), lo que sefiala que su acumulacion es efecto de la disfuncion de

otros mecanismos celulares y no de una alteracion inicial en la proteina.
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Modelos transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.

Para el estudio de la EA se han desarrollado multiples técnicas de andlisis, entre ellos varios modelos

transgénicos que pretenden emular los eventos que suceden durante el curso de la patologia de la EA.

Los modelos aprovechan las mutaciones que se han descrito para el desarrollo de la EA de tipo familiar y
para que sean validos, deben contar con acumulaciones proteicas ademas de déficits en la funciéon

cognitiva, medida mediante pruebas de memoria y plasticidad sinaptica entre otras.

Existen varios modelos transgénicos para la EA, principalmente han sido desarrollados en ratén y se
han centrado en el estudio de los efectos de BA, en los que se incluyen Unicamente mutaciones
relacionadas con la generacién del péptido. Algunos ejemplos de ellos son los modelos: 5XFAD,
APPswe/ PS1dE9 y el TgCRNDS, entre otros. Aunque existen otros modelos en los que se estudia el
efecto de la acumulacion de tau, que funciona como un modelo de la EA y de otras taupatologias

(Gomez-Isla, 2003).

Uno de los modelos mas utilizados es el 3xTg-AD, un modelo de ratén que conjunta la acumulacién de
tau y de BA, y que emula con mayor precision los déficits de memoria y alteraciones neuronales
presentes en pacientes con EA (Oddo et al., 2003). Me centraré en la descripcion de este modelo porque

fue la herramienta que utilizamos para el desarrollo de este trabajo.

Modelo 3xTg-AD

Uno de los modelos mas relevantes es el raton triple transgénico para la EA (3xTg-AD, (PS1M146V, APP
swe, tau P301L)) ya que los animales acumulan BA y ONFs de manera semejante a como ocurre en la
EA humana, ademds estos depdsitos se acumulan a través del tiempo, naciendo los ratones sin ninguna

acumulacién y desarrollando agregados conforme avanza la edad.
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Este modelo es importante porque se ha visto que es necesaria la presencia alterada tanto de BA como
de tau para reproducir con mayor eficiencia los sintomas observados en pacientes, ademas los animales
muestran déficits en plasticidad sindptica antes de que se observen placas y ovillos en células

cerebrales, por lo cual es muy similar al desarrollo de la enfermedad en humanos (Oddo et al., 2003).

En estos ratones se comienzan a presentar deficiencias en procesos de memoria y aprendizaje a partir
de los 6 meses de edad, causadas por la acumulacién de BA intraneuronal, sin que se observen aun
alteraciones en la estructura de las células. Mientras la enfermedad progresa, la acumulacién de placas y
de ovillos neurofibrilares provoca cambios estructurales que potencian este déficit cognitivo (Oddo et al.,

2003).

El modelo se realiz6 introduciendo directamente dos transgenes humanos (APPswe y tauP310L)
adicionales a una linea germinal de ratones knock-in, que cuenta con la mutacién PS1M146V en el gen
de presenilina. Ambos genes insertados bajo el control del elemento regulatorio Thy 1.2, que permite que
los genes se expresen solo en el sistema nervioso del raton (Oddo et al., 2003). En la figura 3 se observa

un esquema sencillo del método utilizado para el desarrollo del ratén.
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Figura 3. Modelo de rat6n 3xTg-AD. Los transgenes con las mutaciones de tau P301L y APP swe, se insertaron en embriones de
ratones con un fondo genético que incluye la mutacién PS1M146V. Los ratones expresan los dos tipos de agregados que se
observan en la EA. Tomada de Oddo et al., 2003
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Memoria gustativa

Se sabe que para que una especie sea capaz de sobrevivir en un ambiente determinado, requiere que
sus miembros se comporten de una forma adecuada al entorno, uno de los elementos que permite dicha
adaptacion es el desarrollo de la memoria (Anderson, 2001), que se define como la capacidad de los
organismos para beneficiarse de experiencias anteriores (Goshen-Gottstein, 2003) y donde el
conocimiento producto de la experiencia es codificado, almacenado y después evocado (Kandel et al,

2000).

Un ejemplo sencillo en el que los organismos muestras la utilidad de la memoria para la supervivencia es
cuando se encuentran en un medio en el que existen multiples fuentes de alimento y tienen que aprender
a distinguir cuales de ellos pueden ser comidos con seguridad y cuales no. Cada comida se caracteriza
por una combinacién especifica de olores y sabores, clasificar los sabores con base en la seguridad es
importante para consumir los alimentos seguros y evitar los que pudieran resultar dafiinos (Welzl et al.,

2001).

La capacidad mediante la cual los animales pueden distinguir los alimentos y recordar las experiencias
gue se han tenido con ellos es la memoria gustativa, cualidad sin la cual la supervivencia se veria

ampliamente amenazada.

El gusto es un sentido que aporta informacién critica, dado que si la sustancia ingerida provoca nausea,
el animal tiene oportunidad de dejar de comerla. De manera general los organismos pueden percibir y
prever el aspecto y el sabor de un alimento aceptable (seguro), como consecuencia, un alimento o sabor

desconocido no entrara en la categoria de seguridad, por lo que sera rechazado (Dovey et al., 2008).

Es por ello que cuando un animal percibe un sabor nuevo por primera vez, éste duda en ingerirlo y
presenta un consumo reducido de dicho sabor, proceso conocido como neofobia. La neofobia es un
fendmeno de indole adaptativo, al reducir la posibilidad de envenenamiento por el consumo de alimentos

no familiares y toxicos (Cooke et al., 2007).
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Si después de la ingesta del sabor novedoso, no se observaron consecuencias negativas, el estimulo es
reconocido como seguro y las subsecuentes presentaciones se incrementara su consumo,
presentandose asi una atenuacion de la neofobia (Domjan, 1976; Welzl, et al., 2001, Bermidez-Rattoni,
2004). Si por el contrario, se observan consecuencias negativas, el animal rechazara el sabor la
siguiente vez que se le presente, reflejando una memoria gustativa aversiva (Garcia et al., 1955;

Bermudez-Rattoni, 2004).

En el laboratorio se estudian la memoria segura y la aversiva, resaltando el protocolo de
Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS), para el andlisis de la segunda. EI CAS es una
herramienta muy U(til cuyas caracteristicas describiré con mayor detalle mas adelante. Pero que entre

otras, permite el estudio de la memoria a corto y largo plazo.

La memoria de corto plazo (MCP) se considera como un sistema de almacenamiento temporal que
contiene una cantidad reducida de informacion, mientras que la memaoria de largo plazo MLP se
considera como un depésito de conocimiento temporalmente estable sin ninguna limitacion aparente de

capacidad (Anderson, 2001).

Uno de los parametros que las distinguen, es la cantidad de tiempo que perduran, la MCP puede durar
de minutos a unas horas, mientras que la MLP puede llegar a durar toda la vida del individuo, cuando se
trata de humanos. Es relevante considerar que los periodos en que se considera una MLP son diferentes
entre especies, por lo que la duracibn mencionada no aplica para todos los organismos (Goshen-
Gottstein, 2003). Aunque a diferencia principal entre ellas es que para la MLP se requiere de la sintesis

proteica en las células y en la MCP este proceso no es necesario (Goelet et al., 1986).

El proceso que permite la estabilizacién de una memoria de largo plazo es la consolidacion, que es un
evento que se lleva a cabo después de la adquisicién de la informacién, en el que suceden
modificaciones cerebrales particulares, dependiendo de la duracion y de las estructuras involucradas. La
consolidacion se ha clasificado como a) sinaptica: que involucra la modificacion de los circuitos
neuronales y se lleva a cabo en periodos cortos posteriores a la adquisicion (minutos-horas), y b) de

sistema: que requiere de la organizacion a través del tiempo de los circuitos neuronales o de los
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sistemas que codifican la memoria, en el curso de este proceso el trazo de memoria puede migrar a
ubicaciones nuevas, haciéndose independiente de las estructuras necesarias para su adquisicion, este

proceso puede durar de dias a meses (Dudai, 2004).

Es importante recalcar que en este trabajo se estudiaron las diferencias entre la MCP y la MLP en el

CAS.

Condicionamiento de Aversién a Sabor (CAS)

El CAS es uno de los modelos que han permitido estudiar las alteraciones en la memoria y forma parte
de la memoria gustativa. El CAS se basa en un aprendizaje asociativo establecido cuando un animal
relaciona un sabor con un subsecuente malestar gastrico. Esta asociacion presenta varias caracteristicas
gue confieren a los experimentadores ventajas metodoldgicas, ya que en contraste con otros tipos de
condicionamientos, se puede establecer un CAS con una sola pareacion del estimulo gustativo y el
malestar gastrico, ademas de ser posible la formacién del CAS cuando han pasado varias horas entre la
presentacion del estimulo gustativo y la induccion del malestar gastrico (Yamamoto et al., 1998; Welzl, et

al., 2001).

El CAS es un protocolo ampliamente utilizado y es considerado una forma especial de condicionamiento
clasico. Se ha convertido en un paradigma en el estudio del aprendizaje y la memoria. Se ha observado
gue para provocar que un sabor sea rechazado en el futuro, en protocolos de laboratorio, la ingesta de
éste debe ir seguida de un tratamiento que provoque nausea, ya que si el malestar no esta asociado al
tracto gastrointestinal, no se desarrolla una aversion (Garcia & Koelling, 1966; Nachman & Hartley, 1975;

lonescu & Buresova, 1977).

Generalmente para realizar un CAS, se utilizan sabores especificos en soluciones liquidas y
posteriormente se administra un inductor de malestar gastrico como el cloruro de litio (LiCl). Roedores y
otras especies, aprenden a asociar un sabor novedos con malestares como nalsea y como
consecuencia los animales evitan beber de ese sabor especifico (Welzl, et al., 2001).
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Se han descrito vias neurales involucradas en el procesamiento de los estimulos gustativo y visceral
utilizando técnicas anatémicas y electrofisioldgicas, el conocimiento de las estructuras involucradas
constituye una ventaja importante para el estudio de la codificacion del malestar gastrico y el estimulo

gustativo (Bermudez-Rattoni, 2004).

Para la codificacion del estimulo gustativo, el ndcleo del tracto solitario (NTS) rostral, recibe aferencias
primarias de la lengua mediante los nervios facial y glosofaringeo con contribucién del nervio vago que
inerva la lengua y la cara. Posteriormente la informacion gustativa llega al nudcleo parabraquial
dorsolateral (NPBd) en el cerebro medio, el NPBd tiene proyecciones hacia el hipotalamo lateral, estria
terminal y la amigdala (central y basolateral) y hacia el nucleo ventral posterior del talamo (VPT), éste
proyecta hacia la corteza insular en donde se encuentra la corteza gustativa (corteza insular agranular)

(Bermudez-Rattoni, 2004). En la figura 4 se ilustran las vias de los procesamiento visceral y gustativo.

» VPM |—> Cl1
Glosofaringeo T VPL ponesses '
X = — y :
A4 ( : r'— :
Facial VIl ~—— NTSr ' NPBd » ABL | |
—_— ;
Vago X . | | __3 $
> l »J - :
AP awiwes s N NTSe |f=====- » NPBef-~------—-----1 e - ACE -

Figura 4: Resumen de las vias de procesamiento del estimulo gustativo (flechas continuas) y del estimulo visceral (flechas
discontinuas). Ver texto. NTSr= nucleo del tracto solitario rostral, NTSc= nucleo del tracto solitario caudal, NPBd= nucleo
parabraquial dorsal, NPDe= nucleo parabraquial externo lateral, VPM= talamo ventral posteromedial, VPL=talamo ventral
posterolateral, HL= hipotalamo lateral. ABL= amigdala basolateral, ACE= amigdala central, Cl= corteza insular. Modificado de
Bermudez-Rattoni, 2004.
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El proceso del estimulo visceral, converge en varias estructuras con el procesamiento gustativo, aunque
son transducidas en diferentes nucleos, se sabe que el NTS caudal recibe proyecciones de las ramas
hepaticas del nervio vago, que son sensibles a la irritacién gastrica, el NTS recibe ademas informacion
del area postrema (AP) que es sensible a las toxinas presentes en la sangre. Las proyecciones del NTS
llegan al NPB externo lateral, la amigdala central y el nucleo hipotalamico paraventricular. De la porcién
lateral del NPB existen proyecciones a la parte ventral posterolateral del tdlamo que junto con la

amigdala central presenta aferencias hacia la corteza insular (Bermidez-Rattoni, 2004).

A pesar de la implicacion de todas las estructuras mencionadas en el CAS, se ha observado que
lesiones en ClI, la ABL y el tdlamo afectan severamente el condicionamiento, por lo que han sido
estudiadas a mayor detalle y se han descrito ademas de sus funciones basales, su participacién en el
establecimiento del CAS. Para este trabajo se analizara la Cl y la ABL, porque son estructuras con una

acumulacién considerable de BA.

Particularmente, se ha observado que la ClI, participa en procesos viscerales, de estrés (Bermidez-
Rattoni et al., 1991), nocicepcién (Ohara et al., 2003), ademas de procesos de aprendizaje y memoria
bajo diferentes modelos de estudio (Gutiérrez et al., 1999, Bermudez-Rattoni, 2004). Se sabe que la ClI
es una estructura relevante en el procesamiento gustativo pero que no necesariamente interviene en la
percepcién gustativa, ya que ratas con lesiones en esta estructura pueden percibir con normalidad los

estimulos gustativos presentados (Kiefer et al., 1984b).

El andlisis mediante la técnica de microdidlisis, que es una técnica que permite cuantificar los niveles
extracelulares de neurotransmisores en una region cerebral especifica, revela que ocurren cambios en la
liberacion de acetilcolina que correlacionan con la familiaridad del estimulo, liberandose en gran
proporcién cuando el estimulo es novedoso y decrementando conforme en estimulo se vuelve familiar

(Bermudez-Rattoni, 2004).

Adicionalmente se ha observado que la presentacion del estimulo gustativo provoca un aumento en la
liberacion de dopamina en esta estructura, ademas de que la liberacion de DA y glutamato es necesaria

para la consolidacién de la memoria en el CAS (Guzméan-Ramos et al., 2010).
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Por otro lado, se ha descrito que la amigdala es una estructura con una funcién relevante en procesos de
aprendizaje y memoria cuando en éstos se presenta un componente emocional, como el
condicionamiento al miedo. Ademas, la amigdala desempefia un papel importante en la modulacién de la
memoria, ya que se ha observado que modula el almacenamiento de la memoria en otras estructuras

como el hipocampo (Torras et al., 2001).

Su participacion en el CAS ha sido ampliamente estudiada y se ha observado que la actividad
electrofisioldgica de la amigdala basolateral (ABL) se modifica con la administracién del LiCl (Reddy et
al., 1981; Yasoshima et al., 1995), ademas, el bloqueo temporal de la ABL después de la presentacién
del estimulo gustativo o antes del estimulo visceral, atenta la formacién del trazo aversivo de memoria
(Gallo et al., 1992) indicando que las sefiales viscerales que propician la formacién de un trazo aversivo

de memoria se procesan en la amigdala.

En el estudio de los neurotransmisores liberados, mediante microdialisis, se observé que la
administracion de cloruro de litio provoca un incremento en la liberacion de glutamato en la ABL,
ademas, se lograron formar trazos aversivos de memoria, cuando se inyecté glutamato directamente en
la amigdala (Miranda et al., 2002). Estas observaciones indican que la participacion de la ABL es

necesaria para la formacién del CAS porque su actividad permite la codificacion del estimulo aversivo.

Ademas de la funcionalidad del circuito de multiples estructuras cerebrales (Bermudez-Rattoni, 2004), se
ha observado que se requiere de la participacion de neurotransmisores y sus receptores, como el
sistema colinérgico (Deutsch, 1978), receptores NMDA (Aguado et al., 1994; Welzl et al., 1990), étc., y
procesos celulares como la induccién de genes de expresion inmediata (GEI) (Montag-Sallaz, 1999),

vias Ras-Map (Berman et al, 1998; 2000) y la fosforilacion de CREB (Swank, 2000), entre otras.

Por estos motivos, las alteraciones en sistemas de neurotransmision, podrian estar afectando
gravemente esta tarea (Guzman-Ramos et al., 2010; 2012), sesgando la capacidad de los animales para

sobrevivir en el medio.

Adicionalmente el estudio de la memoria gustativa es relevante porque pacientes con EA, presentan una

disminucion en la capacidad quimiosensorial (Aliani et al., 2013)
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Alteraciones sensoriales en la EA.

Regresando a la EA, se sabe que mas alla de las alteraciones de la memoria que se presentan en
pacientes, también se han observado perturbaciones importantes en la quimiopercepcion y ésta juega un

papel relevante en la interaccién de los organismos con su ambiente (Aliani et al., 2013).

Actualmente el conocimiento de la quimipercepcion es relativamente amplio y la investigacion en el rubro
en humanos, arroja que las capacidades de quimiopercepcion (sensoriales) pueden verse alteradas por
varios factores, como la edad, la disminucion de la salivacion o el padecimiento de enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer (Boyce & Shone, 2006).

Ha sido consistente el reporte de la presencia de alteraciones en la capacidad olfativa de los pacientes
con la EA, ya que se han observado pérdidas de la capacidad de percibir, reconocer, identificar y
recordar olores (Doty et al., 1989; Knupfer et al., 1986; Murphy et al., 1987; Schiffman et al., 1990). Por lo
general, pero no necesariamente antes de la afectacion del desempefio cognitivo en otras areas y en
etapas tempranas de la enfermedad, que se enfatiza conforme el padecimiento avanza (Doty et al.,

1987; Koss et al, 1988; Murphy et al., 1987; Rezek et al., 1987).

La capacidad olfativa se ha estudiado en pacientes con dafio cognitivo leve, demencia y EA en fases
tempranas y tardias, y se propone que puede ser una herramienta Util para el diagnéstico temprano de la
EA y otras demencias, porque se ha reportado una disminucién de la capacidad olfativa en pacientes con
demencia y en individuos con dafio cognitivo leve que después son diagnosticados con la EA, a

diferencia de otros sujetos en los que el diagnéstico no se modifica (Steinbach et al, 2009).

El sentido del olfato se encuentra disminuido en la EA, porque las areas cerebrales relacionadas con la
discriminacion, percepcion y procesamiento de estimulos olfativos, presentan las primeras alteraciones
provocadas por el padecimiento, ademés de una presencia importante de ONFs y acumulacion de A
(Aliani et al., 2013), estas areas incluyen a los bulbos olfatorios, nicleo olfatorio anterior y la amigdala,
por mencionar algunas (Averback, 1983; Ball, 1977; Esiri & Wilcock, 1984; Hyman et al., 1984; Ohm &

Braak, 1978; Pearson et al., 1985; Reyes et al., 1987; Simpson et al., 1984; Wilcock, 1983).
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Por otro lado, a pesar de que el sentido del olfato en la neurodegeneracion ha sido sujeto de mdltiples
estudios, no lo ha sido asi el sentido del gusto, que bien podria pensarse que pudiera estar igualmente
disminuido, al considerar que el olfato es un componente relevante para la identificacion y percepcion de

los sabores.

Actualmente los reportes en este rubro no son numerosos y los hallazgos han resultado contrastantes,
por un lado se ha reportado que aunque el olfato esta afectado, la funcién gustativa no esta alterada en
pacientes con EA (Bacon et al., 1998), otra evidencia que apoya esta hipotesis es el hallazgo de Koos y
colaboradores (1988), en el que no se encontré una modificacién de los umbrales de deteccion para

sacarosa y acido citrico en un grupo pequefio de pacientes con EA.

Por otro lado Waldton et al., (1974), reportan que pacientes con demencia senil tienen un decremento
marcado tanto en la funcién olfativa como gustativa, mientras que otro estudio en pacientes con EA 'y
deterioro cognitivo leve arroja resultados similares, ya que al comparar los grupos con los controles, se
encuentra una disminucién sensorial importante, que incluso proponen que puede ser utilizada para el
diagndstico de alteraciones cognitivas, sin poder diferenciar entre ellas utilizando sélo este procedimiento

(Steinbach et al., 2009).

Se debe tomar en cuenta que los estudios fueron realizados en sujetos en diferentes etapas de la
enfermedad y es debatible si los resultados son comparables. Adicionalmente, un trabajo indica que la

pérdida gustativa es selectiva y varia segun la estructura quimica del saborizante (Schiffman et al, 1990).

En conjunto, estos datos sugieren un consenso de pérdida olfativa en la EA, pero no existen
conclusiones en cuanto a la capacidad gustativa, dado que no existe un nimero considerable de trabajos

gue permitan discernir con claridad qué es lo que sucede con la quimiopercepcion gustativa.

Por otro lado, se han estudiado las familias de receptores involucrados en la quimiopercepcién y sus
segundos mensajeros obligados, el andlisis de la expresion de estas moléculas en el cerebro de
pacientes, ha permitido la generacién de los patrones de expresion que se llevan a cabo de manera

normal en un cerebro sano.
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De manera interesante se ha encontrado que los receptores no limitan su expresion a las areas
cerebrales relacionadas con el proceso de estimulos quimiosensoriales (Garcia-Esparcia et al.,2013).
Ademas, también se describen alteraciones en los patrones de expresion de los receptores en pacientes
con la Enfermedad de Parkinson, principalmente en los que existe una disminucién de la expresion de
los receptores, la identificacion de estas alteraciones, sugiere la presencia de un sistema de

comunicacion quimica que es vulnerable en las enfermedades neurodegenerativas.

La realizacién de un estudio similar en sujetos con EA y un modelo animal doble transgénico (APP/PS1)
para la enfermedad, arroja resultados similares en los que se observa una desregulacion de la expresion
genética de los receptores olfativos (ORs) y gustativos (TASRs) y sus segundos mensajeros (Adenilato

ciclasa tipo Ill (ADYLC3) y la Proteina G olfativa (Gnal)).

En pacientes con EA se observé que la desregulacion genética (aumentada o reducida, dependiendo del
receptor) aumenta conforme avanza la enfermedad, observando cambios en dos ORs en etapas

tempranas, a los que se suman otro OR y dos TASRs en etapas avanzadas.

En el modelo animal, se observé un aumento en la expresién de segundos mensajeros hasta el primer
afio de vida de los ratones, observando después de este periodo un decremento en la expresion de la
ADYLC3, enzima necesaria para la transduccion de sefales olfativas (Wong et al, 2000). Apoyando la
idea de que las alteraciones acumulativas en la expresidon genética, estan relacionadas con el avance de
la enfermedad, en este modelo transgénico (Ansoleaga et al., 2013). Y considerando que dichas
modificaciones no suceden en ratones silvestres, también pudieran asociarse a la acumulacién proteica

gue presenta el modelo.

Estos datos pueden sugerir una desregulacion de la expresion genética de quimioreceptores asociada a
la amiloidosis, que pudiera estar replicAndose en otros modelos transgénicos de la enfermedad, aunque
no se han reportado alteraciones olfativas relacionadas con mutaciones en APP, en los modelos
APP751SL y APP23 (Le Cudennec et al., 2008; Vloeberghs et al., 2008), dichas alteraciones no pueden

descartarse para otros modelos transgénicos.
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Antecedentes

El objetivo de este trabajo consiste en describir el nivel en que se presentan las perturbaciones en el
aprendizaje gustativo en el modelo 3xTg-AD, porque podria aportar informacion sobre los eventos que se
presentan en pacientes con la EA. Ademas de correlacionar las deficiencias observadas en la memoria

gustativa, con alteraciones en neuronas catecolaminérgicas.

Para este propdsito se tomaron en cuenta trabajos que indican perturbaciones importantes en la
memoria del modelo a analizar, principalmente de tipo gustativo, ademas de su relacion con el sistema

dopaminérgico.

Un uno de los trabajos, se observd que las catecolaminas DA y norepinefrina se liberan en una menor
proporcién en corteza insular e hipocampo, comparados con animales silvestres (WT), esta situacion se
agudiza en ratones de edad avanzada. Ademas, los animales transgénicos no presentan un aumento en
la lliberacion de DA cuando se le presentan los objetos novedosos como sucede en animales jovenes y
silvestres, y por ello presenta problemas recordando un objeto especifico en una prueba de
reconocimiento de objetos. Este déficit de aprendizaje correlaciona con la falla en la liberacién de DAy la
acumulacién de BA en la Cl. Con la administracion de nomifensina (compuesto que evita la recaptura de
catecolaminas), el desempefio de los ratones en la prueba mejoré significativamente, lo que sugiere que
la acumulacién intracelular de BA esté asociada a una disfuncién dopaminérgica cortical y a deficiencias

en la memoria de reconocimiento (Guzméan-Ramos et al., 2012).

Se le atribuyen estos efectos a BA porque en el modelo 3xTg-AD, después de los 4 meses de edad, los
animales muestran acumulacién intraneuronal de BA en la corteza dorsal, mientras que las areas
ventrales de la corteza presentan una escasa agregacion del péptido. En la Cl la acumulacién se
observa a partir de los 9 meses de edad, lo que coincide con un mal desempefio cognitivo en tareas
dependientes de esta estructura. Adicionalmente, la presencia de la forma fosforilada de tau, se ha
observado hacia los 9 meses de edad en estructuras como el hipocampo y especificamente en la Cl,
hasta los 26 meses de edad (Oddo et al., 2003; Mastrangelo and Bowers, 2008; Guzman-Ramos et al.,
2012).
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La corteza insular es relevante, porque ha sido relacionada con el reconocimiento de distintos estimulos,
incluyendo olores (Bermudez-Rattoni et al., 1988), sabores (Bermudez-Rattoni et al., 2004), contexto
espacial (Bermudez-Rattoni et al., 1991) y objetos (Bermudez-Rattoni et al., 2005). Se sabe también que
la estimulacion novedosa promueve la liberacion de DA (Guzméan-Ramos et al., 2010; 2012), y que fallas
en la liberacion del neurotransmisor, impiden la interpretacion correcta de los estimulos como familiares o

novedosos (Guzméan-Ramos et al., 2012).

La memoria de reconocimiento de objetos analizada en el trabajo mencionado, es una tarea dependiente
de hipocampo, que es una estructura cerebral que presenta agregados de BA y tau desde edades
tempranas y por ello su funcién se ve afectada. Para evaluar la memoria en los modelos animales, es
necesario también conocer el desempefio cognitivo en tareas de memoria independientes del
hipocampo, que aporten informacion sobre los circuitos neuronales que se afectan en presencia de
agregados de BA y/o tau en modelos de la EA. Con esta finalidad se ha analizado el desempefio en el

CAS.

Existe un numero considerable de trabajos en ratones transgénicos que acumulan Unicamente (A,
donde se evalla la memoria de ratones en edades mayores a seis meses, que es la edad en la que por
lo general, se puede apreciar una agregacion del péptido. En la mayoria de los trabajos se reportan
alteraciones en el desempefio cognitivo de los animales en pruebas de memoria de largo plazo. Los

modelos utilizados son APPswe/PS1dE9, TJCRNDS8 y 5xFAD, y los efectos se resumen en la tabla 1.

Analizando los trabajos en modelos con acumulacion de BA, se observa una tendencia a que la
agregacion del péptido tiene efectos sobre el CAS, ya que se ha observado que cuando los animales

presentan una agregacion importante del péptido, no rechazan el estimulo asociado con el malestar.

Un trabajo reciente de nuestro laboratorio, realizado en el modelo 3xTg-AD obtuvo resultado similares.
Se realiz6 una prueba de memoria de largo plazo en el CAS, a ratones 3xTg-AD de 3-5y de 9-11 meses

de edad y su correlato silvestre (WT). Se encontré que durante la adquisicion de la tarea que los
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animales silvestres y transgénicos de 3-5 meses, presentan el fendmeno de neofobia gustativa,
consumiendo en menor proporcion el sabor novedoso presentado, comparado con su consumo basal,
respuesta que no se presentd en los animales 3xTg-AD de edad avanzada (Moreno-Castilla et al., en

preparacion).

Ademas, al medir mediante microdialisis la liberacion de NT de los animales en libre movimiento durante
la prueba, se encontrd que la ausencia de neofobia en este grupo de animales, estaba relacionada con la
falta de liberacion de DA en la corteza insular durante la adquisicién, a diferencia de ratones WT y

transgénicos jévenes, en los que si se observa esa liberacion.

Al analizar la memoria a largo plazo (24 horas después) se observ6 que los animales transgénicos de
mayor edad, eran el Gnico grupo que no presentaba este tipo de memoria, al ingerir una cantidad mayor
del estimulo gustativo durante la prueba, datos que corroboran el reporte previo en el que se demuestra
gue la actividad dopaminérgica es necesaria para la consolidacion de la memoria y que ésta perdure a

largo plazo (Moreno-Castilla et al., en preparacion; Guzman-Ramos et al., 2010).

Salta a la vista el hecho de que los animales transgénicos de edad avanzada no presenten neofobia, que
es tipicamente usada como un marcador del aprendizaje gustativo. Por lo que es relevante cuestionar si
la falta de la respuesta neofdbica se debe a alteraciones en la percepcidn sensorial, que provoguen una
pérdida de la capacidad gustativa, como reportan algunos trabajos, que sucede en pacientes con la EA
(Waldton, 1974; Steinbach et al., 2009) y no una alteracién en la formacién de la memoria. La propuesta
es posible, ya que se ha observado que inyecciones de BA en el hipocampo de rata, provocan pérdidas
en la capacidad olfativa (Bernal-Mondragén et al., 2013). Ademas el trabajo en el modelo de amiloidosis
Tg2576 AD, muestra disfuncién de la red olfativa en el bulbo olfatorio y en la corteza piriforme, cuando el

olfato empieza a deteriorarse en el modelo (Wesson et al, 2010).

Adicionalmente, es pertinente analizar las neuronas catecolaminérgicas en la Cl y ABL, ya que parece

haber una alteracion importante que impide la liberacién de DA y afecta el desempefio de los animales
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en distintas tareas. En el caso del CAS, puede deberse a que los animales no etiquetan correctamente

los estimulos debido a las fallas en la liberacién del neurotransmisor.

Tabla 1.
[sacarin Analisis de
Autor, afio. Modelo Neofobia al/ acumulacién en ngiitg?sn Conclusion
[LiCI] estructuras.
0.5M . _
Janus et al., No se Hipocampo 46-49 Alte;a:]c:)lnn(ii;;OCAS
2004 TgCRNDS8 reporta. 0.14M Corteza frontal semanas TgCRNDS
2%PC
0.5M c inal La acumulacion de BA
Pistell et al., APPswe/PS No se ez BTl 5 meses en correlaciona con el
2008 reporta. 0.14M 3 hembras desempefio cognitivo
1dE9 Hipocampo
296PC pocamp en el CAS
0.5M CAS no correlaciona
Hanna et al., No se con acumulacién de
2009 TgCRNDS reporta, 0.14M Cerebro completo 8-12 meses BA pero si esta
2%PC afectado en el modelo.
0.3M Ratones del modelo
Ramirez-Lugo APPswe/PS Incrementa Cerebro completo 15-16 desarrollan CAS a
et al., 2009 con la edad. 0.3M P meses* cualquier edad
1dE9 X
20mg/K analizada.
0.5M ) - Reduccién de la
Devi & Ohno, No se Corteza insular expresién de BACE1
5XFAD 9 meses ) .
2010 reporta. 0.5M ok mejora el desempefio
ABL
2%PC en el CAS.
0.5M No se observan efectos
Stover & APPswe/PS No se No se en el CAS porque no
No se reporta.
Brown, 2012 reporta. 0.14M reporta. es una conducta
1dE9 206PC

motora.

Tabla 1: Analisis del desempefio cognitivo en el condicionamiento de aversién a sabor (CAS) en modelos
transgénicos para la EA que desarrollan amiloidosis, los protocolos utilizan concentraciones similares de sacarina 'y
cloruro de litio (LiCl). La mayoria de los trabajos reportan alteraciones en la memoria de largo plazo. PC= Peso
corporal, BACE1= beta secretasa.
* En este trabajo los ratones de 15-16 meses desarrollan CAS pero en proporciones menores que su correlato

silvestre.

** Estructuras relacionadas con el procesamiento del CAS.
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Planteamiento del problema:

- Alteraciones sensoriales en pacientes con EA:

Son varios los reportes que indican una disminucion importante de la capacidad olfativa y
gustativa en pacientes con EA, que puede deberse a la acumulacion proteica, principalmente del
péptido BA. La presencia del péptido en cerebros de animales de laboratorio coincide con
pérdidas importantes de la funcion olfativa.

- Alteraciones en el aprendizaje gustativo en animales:

Actualmente se sabe que varios modelos transgénicos relacionados con la enfermedad de
Alzheimer, presentan perturbaciones en el aprendizaje gustativo. Pero no se ha descrito con
exactitud a qué nivel es que dicho aprendizaje se afecta.

- Déficits en laliberacion de catecolaminas:

Las catecolaminas tienen una funcién relevante en varias tareas de memoria, se sabe que la
liberacion de éstas se encuentra alterada en animales con acumulacion importante de BA. Las
fallas en dicha liberacién en momentos clave de formacién de la memoria, provocan déficits en el
aprendizaje.

Al conjuntar esta informacion surjen varias cuestiones que pretenden resolverse en este trabajo. Por un
lado se necesita dilucidar si las perturbaciones en el aprendizaje gustativo son resultado de una
disminucién de la capacidad sensorial en los animales, tal como sucede en pacientes con EA, o bien, si
se deben a una alteracion en procesos cognoscitivos en los que intervienen catecolaminas. Para ello se
analizara a qué nivel se presentan las perturbaciones en el aprendizaje gustativo analizando la
capacidad gustativa y la memoria de corto plazo de los animales, finalmente se analizara la presencia de
alteraciones en neuronas catecolaminérgicas en areas relacionadas con este tipo de aprendizaje,
estudiando una posible relacién entre las alteraciones en catecolaminas y los déficits de memoria

observados.
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Hipoétesis y Objetivos.

Hipotesis:

El progreso de la acumulacion de BA en el modelo 3xTg-AD afecta la formacion de la memoria gustativa
a causa de alteraciones en la percepcion de los sabores, provocando ademas atrofia en las terminales

catecolaminérgicas que afectan la liberacién de dopamina

Objetivos:

Evaluar la percepcion del sabor en ratones 3xTg-AD con diferentes etapas de la acumulacion de BA para
analizar la existencia de alteraciones sensoriales, ademas de analizar la memoria de corto plazo, en

caso de descartar dichas perturbaciones.

Determinar si la acumulacion de BA tiene un efecto sobre las terminales catecolaminérgicas.
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Desarrollo experimental:

Animales

Se utilizaron ratones machos homocigotos 3xTg-AD y no transgénicos (WT). Se analizaron animales de
edades diferentes: 3xTg-AD y WT de entre 4-5 meses (jévenes) y 9-10 meses (edad avanzada) para la
prueba de percepcion de sabor y 3xTg-AD de 4,9-12 meses para el CAS, se utilizaron animales de edad
mas avanzada para el CAS porque presentan una mayor acumulacion del péptido. Los animales
transgénicos han sido previamente caracterizados (Oddo et al., 2003). Los experimentos se realizaron de
acuerdo a la norma oficial mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y con la aprobacion del comité local de
cuidado animal, en condiciones controladas de alimentacion, hidratacion, temperatura y ciclo de

luz:oscuridad 12:12.

Genotipificacion:

Para corroborar la presencia de los transgenes en los ratones utilizados, se les tomé un fragmento de
cola y se utilizé el método Hot Shot (Rudbeck & Dissing 1998), para la extraccion del DNA. Que consiste
en lisar 1 mm de cola del animal en un agente alcalino (NaOH 25 mM, 0.2 mM EDTA disodio pH 12) con
calor (95°C, 1 hora) y neutralizarlo con buffer adecuado (1 M Tris-HC pH 5), aungque este DNA es impuro

es adecuado para la amplificacién del DNA (QIAGEN Kit).

Los primers utiliizados fueron:

5TAU REV 5TCCAAAGTTCACCTGATAGT3’

APPInternal 5 | 5GCTTGCACCAGTTCTGGATGG3

Thy 12.4 5GAGGTATTCAGTCATGTGCT3
PS1k 13 5’ CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC?
PS1k 15 5’AGGCAGGAAGATCACGTGTTCCAAGTAC?3

Para cada animal es necesario realizar dos reacciones, una para APP/tau y otra para PS1. Se corrieron
los programas correspondientes en el termociclador. Para las muestras en las que se amplificé PS1, se
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realiz6 digestion con la enzima de restriccion BSTEIl (New England Biolabs) a 60° por 2 horas.
Posteriormente se realizé la separacion y deteccion del DNA amplificado, mediante electroforesis en gel.
Se tomaron las fotografias correspondientes y se analiz6 cualitativamente para APP/tau, y el peso y
ndamero de bandas para los geles con PS1 para determinar el genotipo de los ratones.

Productos esperados:

PCR WT Heterocigoto 3Xtg-AD
APP-TAU | --- 500-350 500-350
PS1 550 550, 300 y 250 300y 250

Prueba de percepcion de sabor:

Para determinar la capacidad de percepcion de los ratones para el sabor de soluciones de sacarina, se
realiz6 una réplica del experimento de Bachmanov y colaboradores (2001), en el que se analiza y
compara la respuesta conductual de ratones con genética distinta, a distintos endulzantes incluida la
sacarina, para ello se realiza una curva de percepcion de sabor, donde se presentan concentraciones
ascendentes de un saborizante y se obtienen umbrales de preferencia y rechazo, asi como los indices
de preferencia y el consumo para cada concentracion presentada, es una forma indirecta de conocer si

un saborizante es percibido por los animales.

Los animales fueron colocados en cajas individuales, la parte experimental se llevé a cabo a la mitad de
su ciclo luz:oscuridad (mediodia) y fueron pesados diariamente. Los animales fueron privados de agua

por 24 horas antes de la prueba.

Se utilizaron concentraciones de sacarina: 0.01%, 0.02%, 0.1%, 0.3%,1% y al 3%. Era de especial
interés la respuesta de los animales a la concentraciéon 0.3% porque es la concentracién en la que los
animales 3xTg-AD de edad avanzada no presentan neofobia. A cada raton se le coloc6 un bebedero con
agua y otro con solucion de sacarina, intercambiando la posicion de éstos cada 24 horas para evitar las
preferencias por un lado, por lo que cada concentracién se colocd por 48 horas. Los consumos se

midieron cada 24 horas y posteriormente se colocé solucion fresca.
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Andlisis de datos:

Los indices de preferencia se calcularon dividiendo el consumo de sacarina entre el consumo total.
Adicionalmente, se tomé diariamente el peso de cada animal para poder obtener un promedio. Dada la
diferencia de peso encontrada entre los ratones de 4-5 meses y los de 9-12 meses, los datos del
consumo de fluido se normalizaron a 30g, que es el peso aproximado de un ratén adulto. Ya que se sabe
gue existe una correlacién entre el peso corporal y el consumo de fluido, (Bachmanov et al., 1998), por lo

gue no deben compararse animales con pesos corporales diferentes.

Condicionamiento de aversién al sabor.

Se realizaron los experimentos aproximadamente a la mitad de la fase de luz, que aungue es la etapa en
la que los roedores presentan menor actividad, pueden desempefiar la tarea sin ningln agravio, dado

gue implica su supervivencia (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991).

.Los animales fueron sometidos a un protocolo de CAS en el que se realizé una prueba de memoria a
corto plazo. Los animales fueron privados de agua por 24 horas, para después ser entrenados para
beber agua por 20 minutos, en dos bebederos idénticos con 10ml de liquido cada uno, cada 24 horas,
durante 4 dias consecutivos para obtener un consumo estable de agua denominado linea base. Para la
presentacion de los consumos, los ratones son ingresados en burbujas de microdidlisis (Bioanalytical

Systems, Inc.) con aserrin en la que se les coloca unos minutos antes de colocar el liquido.

En el quinto dia se present6 a los animales solucién de sacarina al 0.3% (Sigma-Aldrich, 98%) en los
bebederos, por 20 min. y 10 min. después se inyectd intraperitonealmente un inductor de malestar
gastrico (LiCl, 0.15M; 7.5 mg/kg, Baker analyzed 100%) o solucién salina (NaCl, 0.15M; 7,5mg/kg,
Sigma-Aldrich 99%) como control. 90 minutos después se realizé la prueba de memoria a corto plazo,

presentando un bebedero con 10 ml de sacarina 0.3 % y otro con 10ml agua.

Después de medir el consumo total de las soluciones, se calcula el indice de preferencia (IP) al dividir el

consumo de sacarina entre el consumo total (en mililitros).
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Sacrificio:

Después de los experimentos conductuales, los ratones fueron sacrificados con la administracion de la
dosis letal de pentobarbital (>50 mg/kg) y fueron perfundidos intracardiacamente con solucion salina
(0.9%) a una temperatura de 37°C y buffer de fijacion (0.4% fomaldehido y 1% glutaraldehido al 1% en
0.1M de buffer de fosfatos a un pH de 7.4). Los cerebros se extrajeron y se guardaron en el buffer de
fijacion por 48 horas, después se colocaron en un gradiente de sacarosa (10%, 20% y 30%) en buffer de
fosfatos, para crioproteccion, en congelacion. Posteriormente los cerebros fueron cortados y se

obtuvieron cortes de 30 uym de espesor.

Inmunofluorescencia:

Se seleccionaron cortes de las estructuras de interés y se procesaron en flotacion, para la deteccion de
BA se utiliza acido férmico al 88% (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos para la exposicion de epitopes.
Posteriormente se bloqued con albimina de suero bovino (BSA) al 5% durante una hora. Después, se
colocan al mismo tiempo los anticuerpos primarios, anti-tirosina hidroxilasa (TH) 1:1000 (Sigma), y anti-
BA 1:500 (Signet), durante toda la noche en el cuarto frio. En el dia 2, se hace la incubacion con
anticuerpos secundarios: primero se coloca el anticuerpo anti-conejo, acoplado al fluoréforo FITC para
BA vy luego se coloca el anticuerpo anti-ratén acoplado a CY3 para TH. Al terminar los cortes montados

en laminillas silanizadas con medio de montaje fluorescente para poder observarlas al microscopio.

Analisis estadistico:

Todos los datos se presentan como la media + error estandar. Para el analisis estadistico se empled una
t de student de dos colas, ademas de una prueba de ANOVA para los datos de percepcion de sabor. Se
consider6 un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo. El andlisis estadistico se lleva a cabo

utilizando el programa StatView version 4.5.

43



Resultados.

Prueba de percepcion de sabor.

Se ha reportado que los pacientes con EA padecen de una disminucién de la capacidad olfativa (Aliani et
al., 2013), pero los reportes para la capacidad gustativa, no son concluyentes (Waldton, 1974; Bacon et
al., 1998). Ademas, datos en modelos animales con acumulacion de BA, apoyan dicha pérdida de la

quimiopercepcion (Bernal-Mondragoén et al., 2013).

Tomando estos antecedentes, se estudid si la acumulacion de BA afectaba la percepcion sensorial

gustativa en este modelo y que por ello, ratones de edad avanzada no desarrollaran un CAS.

Con el fin de evaluar el progreso de la histopatologia de la enfermedad de Alzheimer sobre la percepcion
gustativa se realizd una curva de discriminacién del sabor de sacarina siguiendo un protocolo utilizado
previamente (Bachmanov et al., 2001). Donde se obtienen las preferencias hacia un sabor a distintas
concentraciones, asi como el consumo del saborizante presentado, como una manera indirecta de medir
la percepcion gustativa. El estudio incluyé animales 3xTg-AD y WT y de 4-5 meses (jévenes) y de 9-12
meses (edad avanzada), en este Ultimo grupo de edad la histopatologia es evidente en animales

transgénicos.

Los resultados obtenidos al comparar la preferencia, muestran curvas (figura 5) con pendientes muy
similares entre los animales de 4-5 meses y de 9-12 meses de ambos genotipos, de igual manera el
consumo de los animales es similar (figura 6). El analisis de los grupos por genotipo, revela que
animales jévenes y de edad avanzada con la misma genética, tienen curvas de preferencia que no
muestran diferencias significativas en ningun punto de la curva, al menos en la fraccion analizada
(Figuras 5A y 5B). Al analizar el consumo de fluido, se observa que la edad no tiene un efecto sobre la
cantidad de fluido ingerido, ya que no se observan diferencias entre animales con la misma genética

(Figura 6A y 6B).
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Al analizar los grupos considerando la edad, se obtuvo que los animales de 4-5 meses tanto WT como
3xTg-AD no presentan diferencias en los indices de preferencia de sacarina en concentraciones en el
rango de 0.02 % a 3%, no asi en la concentracion 0.01%. El andlisis de los indices de preferencia
mediante una prueba de ANOVA de dos vias y una prueba de Bonferroni, revelaron diferencias
significativas entre los dos grupos mencionados en la concentracion 0.01% (P<0.002) (Figura 5C), la

diferencia entre preferencias en este punto de la curva.

Adicionalmente, se calcularon el indice de preferencia (IP) y de rechazo, que se definen como la
concentracion mas baja a la que los animales presentan un consumo significativamente mayor o menor,
con respecto del agua. En este caso el umbral de preferencia se calculd utilizando una prueba de

ANOVA Yy los resultados se muestran en la tabla 2.

Se obtuvo que los animales de 4-5 meses presentan diferentes umbrales de preferencia, siendo éste de
0.01% para los animales transgénicos y de 0.02% de sacarina para los animales silvestres, indicando
una posible respuesta aumentada en los animales transgénicos. Ademas, no se encontré un umbral de
rechazo, aln con la solucién al 3%, aungue en ésta concentracion se observa un decremento importante

en la preferencia comparada con soluciones menos concentradas.

Las diferencias en la concentracién 0.01% tanto en la preferencia como en el umbral, pueden deberse a
las modificaciones genéticas que existen entre los animales y el valor heddnico que tiene la sacarina en
cada cepa, entre otros motivos. De manera congruente, la comparacién del consumo entre grupos de la

misma edad, arrojé que entre animales de 4-5 meses (Figura 6C), no existen diferencias en el consumo.

De manera interesante, las curvas de percepcién de los animales de edad avanzada, presentan
diferencias en el rango de concentraciones que va de 0.01% a 1%, siendo similar Unicamente en la
concentracion maxima utilizada (3%) (Figura 5D). Estos resultados deben tomarse con cautela dado que
para los animales WT se utiliz6 una n de 2, situacién que pudiera estar enmascarando una mayor

preferencia por el estimulo gustativo presentado.

La diferencia en la preferencia, parece estar relacionada con el umbral de preferencia, indicando que los

animales no so6lo muestran diferencias en la preferencia, sino que también tienen umbrales distintos,
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siendo éste para los animales transgénicos de 0.02% y para los animales silvestres 0.1%. En la tabla 2

se muestran los umbrales de preferencia de cada grupo.

Al analizar el consumo de este grupo de animales, se observa que se presentan diferencias en el rango
de 0.01 a 0.1, con los animales silvestres consumiendo una menor cantidad de fluido, es importante
resaltar que a 0.3% la cantidad de sacarina ingerida, es la misma, por lo que esta concentracion es
pertinente para realizar un CAS, dado que tanto el consumo como la preferencia de sacarina son

similares.

Considerando las diferencias en la preferencia, el umbral y el consumo, de ratones con genotipo
diferente, lo mas pertinente es realizar comparaciones Unicamente entre animales con la misma

genética.

Estos resultados sugieren que tanto los animales WT como 3xTg-AD de ambas edades, son capaces de
percibir y discriminar el sabor de sacarina en proporciones similares, aunque no mantengan similitudes
en la preferencia y el consumo de todas las concentraciones presentadas. El andlisis de los animales
3xTg-AD con diferentes etapas de la acumulacion de BA, indica que el progreso de la acumulacién del
péptido no produce alteraciones sensoriales al menos para percibir el sabor de sacarina, por lo que el
uso de este saborizante en el CAS es pertinente y alteraciones en el condicionamiento, reflejarian

perturbaciones de otra indole.

Tabla 2

Grupo Umbral de preferencia | Significancia
Tg 4-5 mo 0.01% P<0.005

WT 4-5 mo 0.02% P<0.005

Tg 9-12 mo 0.02% P<0.001

WT 9-12 mo 0.1% P<0.01

Tabla 2: Se presentan las concentraciones mas bajas de sacarina, que presentan un consumo significativamente
mayor al de agua (umbral de preferencia), obtenidos mediante una prueba de ANOVA. En el experimento no se
presento un indice de rechazo.
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Figura 5. Curva de preferencia de concentraciones de sacarina (0.01% - 3%). (A)Animales WT de 4-5 meses (WT 4-5 mo, n=4) y WT de 9-12
meses (WT 9-12 mo, n=2) muestran una preferencia similar por la sacarina como lo muestran sus IPs, aunque sus umbrales de preferencia son
distintos, siendo para los animales jévenes 0.02% y para los viejos 0.1% , este dato debe corroborarse debido a lo limitado de la n utilizada para
los animales de 9-12 meses. (B) Animales 3xTg-AD de 4-5 meses (Tg 4-5 mo, n= 6) y 3XTg-AD de 9-12 meses (Tg 9-12 mo, n=6) muestran una
capacidad similar para percibir sabor, como lo muestran sus indices y umbrales de preferencia, siendo este Ultimo 0.02% en animales de 9-12 mo
y de 0.01% en animales jovene..(C) Ratones 3xTg-AD y WT de 4-5 meses presentan diferencias significativas en los indices de preferencia de
sacarina al 0.01%, (*P<0.002). Su umbral de preferencia es distinto, presentandose al 0.01% en animales 3xTg-AD y en 0.02% para animales WT.
(D) Ratones 3xTg-AD y WT de 9-12 meses, presentan diferencias en el rango de concentraciones de 0.02 a 0.3%, los animales también presentan
diferencias en el umbral de preferencia, este dato debe corroborarse debido al tamafio de la n utilizado en animales WT de 9-12 meses.

Como se observa, las curvas de preferencia de sacarina de ratones 3xTg-AD y WT de 4-5 meses y 9-12 meses, presentan pendientes similares.
No se present6 el umbral de rechazo en ninguna de las concentraciones presentadas. El hecho de que la preferencia por sacarina sea similar,
indica que los animales transgénicos de 9-12 meses, estan detectando y respondiendo hacia el estimulo gustativo en una proporcién comparable a
la de los animales silvestres, sugiriendo que la capacidad gustativa no esta alterada en el modelo.
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meses (WT 9-12 mo, n=2) muestran curvas de consumo con pendientes similares ,(B) Animales 3xTg-AD de 4-5 meses (Tg 4-5 mo, n= 6) y 3xTg-
AD de 9-12 meses (Tg 9-12 mo, n=6) no muestran diferencias en el consumo en ninguna de las concentraciones presentadas (C) Ratones 3xTg-
AD y WT de 4-5 meses, su consumo es similar en todas las concentraciones presentadas. (D) Ratones 3xTg-AD y WT de 9-12 meses. Los
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animales transgénicos consumen una mayor cantidad de sacarina pero esta diferencia no afecta la pendiente de la curva de consumo.

Se puede concluir que la capacidad gustativa de los animales es similar ya que éstos aumentan o disminuyen su consumo a las mismas
concentraciones, fenébmeno que sucede también con la preferencia por sacarina, indicando que los animales 3xTg-AD de 9-12 meses, tienen una
respuesta al sabor similar a la de animales de menor edad y WT, lo que sugiere que en el modelo no se presenta una pérdida de la funcién

gustativa.
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Condicionamiento de Aversién a Sabor (CAS).

Al descartar alteraciones sensoriales mediante la realizacion de la curva de discriminacién y percepcion
de sabor, se realizé un CAS con el fin de ubicar con certeza la etapa de la formacion de la memoria que
pudiera estar alterada en animales transgénicos de edad avanzada y que les impidiera exhibir una
memoria de largo plazo. Por ello se utilizaron Unicamente ratones 3xTg-AD de 4-5 meses y de 9-12

meses en un protocolo de CAS.

Al analizar el consumo de liquido durante la presentacion del estimulo gustativo (sacarina 0.3%), se
observé que ninguno de los grupos de edad presenta el fendmeno de neofobia (Figura 7A), ingiriendo el
estimulo gustativo en una proporcion mayor en comparacion con su consumo de agua (P<0.22 en
animales jovenes y P<0.24 en animales viejos), este dato contrasta con el hallazgo previo en el que

Unicamente los ratones de edad avanzada no presentan dicho fenémeno.

Salta a la vista también que no sélo no hay neofobia sino que en vez de ella se presenta un consumo
mayor del sabor novedoso, sugiriendo la existencia de alteraciones en la interpretacion de los estimulos.
Ademas, al hacer la prueba de memoria 90 minutos después de la adquisicion, se observd que los
ratones de ambas edades que fueron condicionados (inyeccion intraperitoneal de LiCl), a diferencia de
los controles a los que se administré NaCl, consumen menor cantidad de sacarina que de agua durante
la prueba de memoria, que se refleja en un menor indice de preferencia (IP) y en un menor consumo en

ml (anexo 1).

El analisis estadistico en el que se compar6 el IP entre animales con administracién de LiCl y los
controles, arroj6 una p<0.03 para los animales de 4-5 meses y p<0.0001 para los animales de 9-12
meses, indicando que su consumo de sacarina es significativamente menor, lo que indica que ambos
grupos de edad son capaces de formar una memoria gustativa aversiva de corto plazo, memoria que no
se observa en los grupos control en los que se encontré un consumo igual o mayor de sacarina,

comparada con agua.
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El hecho de que los animales puedan formar una memoria de corto plazo en el CAS es un hallazgo
interesante dado que en otro tipo de tareas, este tipo de memoria también se encuentra afectado,
adicionalmente, este dato sugiere que los animales pueden adquirir y evocar la tarea sin mayor
complicacion, por lo que las perturbaciones observadas en ratones de edad avanzada hablarian més
bien de un problema en los procesos de consolidacion de la memoria gustativa aversiva, en los que se

ven implicados los neurotransmisores glutamato y dopamina (Guzman-Ramos et al., 2010).

Ademas se debe considerar que en este modelo, existe una disminucién de la liberacion de norepinefrina
y dopamina que no se presenta para otros NT como glutamato (Moreno-Castilla et al., en preparacion), y
gue al evitar la recaptura de catecolaminas se recupera el desempefio conductual en tareas de memoria.
Resulta congruente sugerir que la disminucidn/fallas en la liberaciéon de catecolaminas es una de las
causas principales por la que se ven perturbados los procesos de la consolidacion de la memoria

gustativa en el modelo 3xTg-AD en animales de edad avanzada.
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Figura 7: (A) Presentacion del estimulo gustativo, se muestra el consumo basal de ratones 3xTg-AD de 4-5 meses (Tg 4-5 mo,
n=4) y de 9-12 meses (Tg 9-12 mo, n=8) y su consumo durante la presentacién del sabor novedoso (sacarina 0.3%), se observa
una ingesta mayor de sacarina que es estadisticamente significativa (Tg 4-5 mo * p<0.022 y Tg 9-12 mo *P<0.024) y por ello no se
presenta neofobia gustativa. (B) Indices de preferencia (IP) durante la prueba de memoria a corto plazo, los animales
condicionados de ambas edades: Tg 4-5 mo LiCl (n=9) y Tg 9-12 mo LiCI (n=15), son capaces de exhibir una memoria a corto
plazo al tener un IP menor, se muestran ademas los grupos que no fueron condicionados: 3xTg-AD de 4-5meses (Tg 4-5 mo NaCl)
y 9-12 meses (Tg 9-12 mo NaCl), el andlisis estadistico indica que existen diferencias significativas en los indices de preferencia
entre los animales con NaCl y LiCl, teniendo una p<0.03 en animales de 4-5 meses y P<0.001 en animales de 9-12 meses. El
consumo total de los 4 grupos no presenta diferencias.
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Inmunofluorescencia.

Ha sido reportado con anterioridad, que a los 9 meses de edad en el modelo 3xTg-AD existe una
acumulacién importante de BA en la corteza insular, sin que tau sea detectable incluso a los 11 meses

de edad (Mastrangelo & Bowers, 2008).

Tomando en cuenta que las fallas en el desempefio cognitivo y las fallas en la liberacion de DA se hacen
evidentes a los 9 meses de edad en este modelo y que correlacionan con la acumulacion de A, se
analizé la posibilidad de que las fallas en la liberacion dopaminérgica, se debieran a perturbaciones en

las terminales catecolaminérgicas inmunorreactivas a tirosina hidroxilasa (TH+).

Se realizaron inmunofluorescencias tomando secciones de tejido cerebral de ratones transgénicos de 4-5
meses y 10-12 meses, de la Cl y la ABL, estructuras relevantes en el procesamiento del CAS (Figura
8A). El analisis en la corteza insular, muestra que cuando PA estd comenzando a acumularse en esta
region, la expresion de TH es abundante, no asi en el grupo de animales de edad avanzada, con una
acumulacién mas extensa del péptido, en donde se observan anormalidades estructurales y atrofia de
las terminales catecolaminérgicas, que se hace evidente por una disminucion importante en su cantidad

y longitud (Figura 8B).

El analisis estadistico mostré que la expresion de TH en el grupo de ratones de 9-12 meses se encontrd
significativamente disminuida (P<0.01) en una proporcién aproximada del 50%, en relacidén con el area
analizada y en comparacién con el grupo de ratones de 4-5 meses de edad (Figura 8B). El andlisis
anatomico muestra una pérdida de terminales TH+ que coincide con las alteraciones en la liberacién
dopaminérgica, lo que sugiere que BA puede estar provocando efectos toxicos en las terminales donde
se sintetiza dopamina, lo que conlleva a que su liberacion funcional esté alterada y esto afecte el

desempefio congnitivo en tareas donde participa este neurotransmisor.
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Figura 8. Distrofia de las terminales inmunorreactivas a TH y la acumulacién de BA en el modelo 3xTg-AD en la corteza insular.
Inmunoflurescencia doble contra BA y TH, imagenes representativas de la inmunofluorescencia de ratones 3xTgAD de 4-5 meses
(n= 6) y de 9-12 meses de edad (n=4) (A). Andlisis cuantitativo de la expresiéon de TH y BA (B), que muestra una disminucién
significativa (**P<0.01) en la densidad expresién de TH en ratones 3xtgAD de 9-12 meses, en comparacion con los ratones
3XTgAD de 3-4 meses y el correspondiente aumento en la densidad de la sefial de BA. La densidad de la sefial fue normalizada al
area analizada.

El analisis en la amigdala, mostré una acumulacién importante de BA desde de los 4-5 meses de edad
y la expresion de TH es abundante (Figura 9A), de manera interesante, en animales de edad avanzada,
la sefial de BA no muestra un aumento en animales de 9-12 meses, en comparacion con animales mas

jévenes (Figura 9B), aunque se observan anormalidades estructurales y una tendencia a la disminucién
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de las terminales catecolaminérgicas, aunque las diferencias en la sefial expresion de TH no son

significativas.

En esta estructura no se presenta una correlacion entre la acumulacion de BA y la distrofia de las
terminales catecolaminérgicas como sucede en la corteza insular, lo que sugiere que existen diferencias
anatémicas y en la bioquimica de las estructuras que pudieran hacerlas mas susceptibles a la

acumulacion del péptido y sus efectos toxicos.

Queda también por analizar el efecto de otros componentes de la histopatologia de la EA y no
precisamente de las placas, sobre las terminales catecolaminérgicas y otros tipos neuronales, por
ejemplo el efecto de los oligbmeros solubles que se forman antes de las placas, ademas de estudiar si

es un efecto especifico de neuronas catecolaminérgicas.
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Figura 9. Distrofia de las terminales inmunorreactivas a TH y la acumulacion de BA en el modelo 3xTg-AD en la amigdala
basolateral. Inmunoflurescencia doble contra BA y TH, imagenes representativas de la inmunofluorescencia de ratones 3xTgAD de
4-5 meses (n= 6) y de 9-12 meses de edad (n=4) (A). Andlisis cuantitativo de la expresién de TH y BA (B), que muestra una
disminucién significativa (**P<0.004) en la densidad de axones inmunoreactivos a TH en ratones 3xtgAD de 9-12 meses, en
comparacioén con los ratones 3xTgAD de 3-4 meses y no se observa un aumento en la densidad de la sefial de BA. La densidad de
la sefial fue normalizada al area analizada.
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Discusion.

Los resultados obtenidos mediante la realizacion de este trabajo, apuntan a que animales 3xTg-AD y los
animales con el mismo fondo genético (WT) pueden percibir y detectar el sabor de sacarina, en
proporciones similares, esto se puede concluir porque sus preferencias, umbrales y consumo, son
similares a las concentraciones de sacarina presentadas, ademas, ninguno de los dos grupos de
animales presenta un umbral de rechazo en la méxima concentracién presentada (3%). Por lo que la

edad ni la acumulacion de BA, parecen estar afectando la capacidad sensorial de los ratones.

Las diferencias encontradas entre animales transgénicos y silvestres, indican que los animales
transgénicos tienen una preferencia mayor por la sacarina, sin que esto afecte su umbral de preferencia
ni de rechazo, fendbmeno que podria deberse a que para los animales 3xTg-AD la sacarina tienen un
mayor valor hedonico. Ha sido reportado que la preferencia por sacarina en ratones esta parcialmente
definida por el locus de sacarina, y que variantes alélicas en este locus, modifican la preferencia y las

respuestas aferentes de los nervios gustativos (Bachmanov et al., 2002; Fuller et al., 1974).

El locus de sacarina cuenta con un gen que codifica para el receptor gustativo TaslR3, considerando
gue se ha reportado de manera reciente una desregulacién genética de receptores gustativos en la EA 'y
el modelo APPswe/PS1dE9, se sugiere que la acumulacion gradual de BA puede tener un efecto sobre
la expresion genética de quimiorreceptores. Y por tanto, TaslR3 podria tener una expresion desregulada
del receptor en el modelo 3xTg-AD en las edades analizadas, comparadas con los animales silvestres, y
por ello podrian tener una mayor preferencia hacia la sacarina. Debido a que la informacién en este rubro
es escasa, futuras investigaciones seran necesarias para dilucidar si la expresion de receptores esta

alterada, y si la desregulacién de éstos afecta la preferencia por sacarina.

De cualquier modo, las diferencias en la preferencia no parecen tener gran impacto en los umbrales, con
los animales prefiriendo o rechazando las concentraciones del endulzante de una forma similar, indican

gue no existen alteraciones sensoriales en el modelo transgénico.

Este experimento por si solo, no descarté la posibilidad de que la acumulacién de BA en animales de
edad avanzada, provocara el fendGmeno denominado agnosia, que se refiere a que animales con lesiones
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en la corteza gustativa pueden detectar los estimulos con normalidad pero no pueden reconocer el
significado conductual de los estimulos (Braun, Lasiter & Kiefer, 1982) (ej. presentar neofobia, reconocer
una asociacion previamente formada entre dos estimulos, étc.) y por ello no presenten memoria de largo
plazo. Para conocer si existia una alteracion de este tipo, se realizé la prueba de memoria a corto plazo,
ademés de que con ella se ubicaria la fase de la memoria alterada y la intervencién de la DA en esa

fase.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante el CAS, el primer resultado que salta a la vista es que
ninguno de los dos grupos de edad exhibe neofobia, que es tipicamente usado como un marcador de la

adquisicion y que se ha asociado con liberacion de DA (Moreno-Castilla et al., en preparacion).

El resultado contrasta con el dato anterior en que Unicamente los ratones de edad avanzada no exhibian
el fendmeno, esto se puede deber a una diferencia en el protocolo, ya que en el estudio mencionado se
utilizé dnicamente un bebedero durante la adquisicion, que pudiera alterar la cantidad de sacarina que
los animales ingieren de algin modo, por lo que este resultado no es del todo concreto y se necesitan
repeticiones utilizando el protocolo de un bebedero para corroborar la diferencia durante esta etapa. En
caso de que los animales de ambas edades continten sin exhibir neofobia, se puede sugerir que se
debe a que los animales transgénicos cuentan con concentraciones decrementadas de norepinefrina en

comparacién con la cepa silvestre (Guzméan-Ramos et al., 2012).

La norepinefrina es un neurotransmisor al que se le ha descrito un papel relevante en el aprendizaje, la
atencion selectiva y la ansiedad (Steketee et al., 1992), y al estar decrementado en el modelo 3xTg-AD,
podria provocar que esta conducta no se exhiba. Se tendria que explorar con detenimiento esta
posibilidad, ya que en el trabajo citado el neurotransmisor fue cuantificado en la Cl por lo que seria de
importancia realizar una cuantificacion en otras regiones cerebrales, ya que dependiendo del area que se
analiza, se han publicado reportes contrastantes en los que la disminucién del neurotransmisor en las
proyecciones del locus coeruleus (nucleo que provee la norepinefrina al sistema nervioso central)
aumenta (Mason et al., 1977) y en el prosencéfalo disminuye (Steketee et al., 1989) la respuesta

neofdbica.
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Es necesario mencionar que a pesar de ser un fendmeno ampliamente conocido, son pocos los reportes
gue se enfocan al estudio de la neofobia. Es en un trabajo reciente donde se estudian los mecanismos
estructurales que subyacen a la exhibicion de ésta, en el reporte se demuestra que es necesario contar

con una conectividad intacta entre la ABL y la corteza gustativa (Cl) para que el fenédmeno se exhiba.

Las alteraciones bilaterales en la conexién de las estructuras provoca un decremento en la respuesta
neofébica (Lin & Reilly, 2012), que es lo que pudiera estar sucediendo en los animales de edad
avanzada. Considerando que la eficiencia sinaptica en la via ABL-CI medida por la respuesta a
estimulacién eléctrica, se encuentra reducida en este grupo de edad, coincidiendo ademas con fallas en
la liberacién de DA, por lo que ambos procesos podrian actuar en conjunto y por ello aparentemente los
animales estan etiqguetando un sabor novedoso como familiar y por ello lo consumen en grandes

cantidades.

En caso de que esta hipoétesis sea cierta, se esperaria que se presentara una inhibicion latente, que se
refiere a que un estimulo familiar tarda més tiempo en adquirir significado como estimulo condicionado

gue un estimulo novedoso.

Esta situacién no se observa en nuestro caso, porque los animales aprenden la tarea en una sola
pareacion de estimulos, relacionandolos con eficiencia, sugiriendo que los animales probablemente no
estén percibiendo el estimulo como novedoso, pero pueden relacionar la ocasion en que se presentd con

el malestar gastrico inducido por el LiCl.

Lo anterior indica que los procesos, mecanismos y estructuras relacionadas con la aversién gustativa
son funcionales en el modelo, ademas se demuestra que la sacarina puede ser utilizada en protocolos

de CAS en este modelo, porque reflejarian con certeza alteraciones en la memoria.

Aungue aun faltan experimentos que aporten informacion sobre la interpretacién de los estimulos en el
modelo transgénico, ya que arrojarian informacion més concisa sobre la memoria de reconocimiento en

este modelo y los motivos por los que este tipo de memoria se afecta.
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El analisis de la memoria, demostrd que los ratones 3xTg-AD jOvenes y de edad avanzada, pueden
desarrollar un CAS a corto plazo, contrastando con el reporte del laboratorio en que los animales no
pueden formar memoria a largo plazo es esta tarea (Moreno-Castilla et al., en preparacién) y tampoco

memoria de corto plazo en una tarea dependiente de hipocampo (Guzman-Ramos et al., 2012).

Esto indica que la perturbacion en la formacién de este tipo de memoria, se debe a procesos de
consolidacion, donde los neurotransmisores glutamato y dopamina tienen una accion sinérgica para
llevar a cabo el proceso (Guzman-Ramos et al., 2010). Considerando que las concentraciones de
glutamato no estan disminuidas en el modelo 3xTg-AD, como sucede con la DA (Moreno-Castilla et al.,
en preparacion), los efectos deleterios observados podrian deberse principalmente a que no se activan

las sefiales moleculares dependientes de DA.

Un ejemplo de ello podrian ser las cascadas de segundos mensajeros a través de la adenilato ciclasa
(AC), que aumenta los niveles de adenosin monofosfato ciclico y activa a la proteina cinasa A (PKA);
esta enzima tiene una participacion importante en procesos de plasticidad sinaptica y sintesis proteica,
este Ultimo proceso necesario para el establecimiento de una MLP. Ademas de que se ha visto que
cuando esta enzima es inhibida en la ABL, se impide la formacion de una memoria gustativa aversiva,
ademas animales transgénicos que no cuentan con la subunidad reguladora de la enzima, muestran

memoria de corto plazo pero no asi, de largo plazo (Bermudez-Rattoni, 2004).

Al conjuntar estos resultados con los hallazgos previamente realizados y analizar el fendmeno de
agnosia, que es un fendbmeno ampliamente observado en animales con lesiones en la corteza gustativa
(Braun et al., 1981; Braun et al., 1972; Kiefer et al., 1984), tenemos resultados contrastantes que impiden

llegar a una conclusion concisa en este tema

Por un lado observamos que la reactividad o percepcion gustativa no esta alterada, pero no se presenta
el fenébmeno de neofobia. En este caso se podria sugerir que los animales son agnésicos y que las
lesiones provocadas por la acumulaciéon de BA provocan una incapacidad para reconocer el significado

de los estimulos.
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Y por otro lado se presenta una memoria de corto plazo, indicando que la agnosia no se manifiesta en
este modelo, dado que los animales son capaces de asociar la sacarina con el malestar digestivo y evitar
el consumo del saborizante, pero al tomar en cuenta que los animales transgénicos de edad avanzada y
con mayor grado de amiloidosis en la Cl, no exhiben memoria de largo plazo, nuevamente nos indica
gue los animales presentan agnosia, al no discriminar el significado de los estimulos gustativos, aun

después de haber sido pareados con un inductor de malestar.

Resulta complicado descartar o aceptar el fenomeno de agnosia en este modelo, dado que la mayoria de
los trabajos en los que se reporta la presencia del fendbmeno, se analiza la memoria de largo plazo
Unicamente, obteniendo resultados que resultan congruentes con los encontrados previamente en el
modelo 3xTg-AD. Aunque al no contar con las observaciones de la MCP en estos trabajos, no podemos
asegurar que se estén presentando los mismos eventos y condiciones que en el modelo triple

transgénico, donde al parecer el problema se centra en alteraciones en procesos de consolidacién.

Los resultados observados mediante el andlisis histolégico revelan una atrofia de las terminales
catecolaminérgicas que correlaciona con la propuesta de que la degeneracion de terminales axonales es
un proceso temprano en la neurodegeneraciéon en la EA (Kanaan et al., 2012) y que la disfuncion

sinaptica pudiera ser una de las alteraciones tempranas de la enfermedad.

Se observé que la presencia de BA es toxica para las neuronas donde sintetiza dopamina, evento que da
lugar a fallas en la liberacién del neurotransmisor y que provoca un desempefio reducido en animales de

edad avanzada.

La deposicion en forma de placas, resulté correlacionar con la pérdida de la expresion de TH Unicamente
en la Cl no asi en la ABL, indicando que el proceso de acumulacion podria no ser tan relevante para la
pérdida de terminales, como podrian ser las formas oligoméricas de BA. La sugerencia anterior se
sustenta en que la reduccion de TH se observa en animales de edad avanzada, que han estado
desarrollado la patologia amiloide por mayor tiempo que los animales jovenes, ademas se ha visto que la
infusién del péptido en animales silvestres provoca una reduccion de las terminales (Moreno-Castilla et

al., en preparacion). De igual modo que se observo en este trabajo, evidencias que colocan a los
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oligbmeros con un papel central en la atrofia de las terminales axonales catecolaminérgicas. Queda ain
por analizar cudles son los mecanismos involucrados en este proceso y describir en qué etapa de la

patologia se producen.

La pérdida de terminales catecolaminérgicas es relevante, porque ademas de dar luz sobre las causas
de las alteraciones en la liberacion dopaminérgica, permite sugerir que el ambiente generado con la
reducciéon de terminales catecolaminérgicas y la consecuente disminucion del neurotransmisor podria
propiciar condiciones favorables para que la deposicion del péptido se realice con mayor abundancia,
considerando los reportes en los que la catecolamina tiene un papel protector en neuronas con
amiloidosis, ya que puede disolver fibrillas de BA in vitro (Li et al., 2004) y provocar fragmentacién de las
fibrillas del péptido en complejos proteicos pequefios que producen un menor efecto toxico en

experimentos in vivo (Kokanova et al., 2001).

Estos resultados enfatizan la participacion del sistema dopaminérgico en la patologia de la EA
principalmente en etapas tempranas del padecimiento y a largo plazo podrian sugerirse blancos
especificos que permitieran una intervencion en este sistema en etapas tempranas para evitar los

sintomas y alentar el avance de la histopatologia de la enfermedad.
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Conclusién.

Con el trabajo realizado durante este proyecto de tesis, podemos concluir que los ratones WT y 3xTg-
AD son capaces de percibir y discriminar el sabor de sacarina en proporciones similares y no existe una
alteracion sensorial, al menos para la percepcion de sacarina, por lo que es conveniente utilizar este
saborizante en el CAS en este modelo, porque las perturbaciones observadas, reflejan con certeza

problemas de memoria.

Por otro lado, se sugiere que los animales 3xTg-AD de edad avanzada (9-12 meses) son capaces de
formar una memoria a corto plazo en una tarea independiente de hipocampo, por lo que los procesos de
adquisicion y evocacion no estan alterados, y la falla en la exhibicion de memoria a largo plazo
involucraria perturbaciones en procesos de consolidacion, procesos donde la dopamina ejerce un rol
importante y como se demuestra en este trabajo, el neurotransmisor esta decrementado debido a la

atrofia de las terminales catecolaminérgicas.

Resulta necesario enfocarse en el estudio de la DA en etapas tempranas de la enfermedad, ya que la
intervencién en este sistema desde etapas iniciales podria ser una herramienta Util para el tratamiento de

la EA.
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Perspectivas:

Resulta relevante corroborar los resultados observados en este trabajo y analizar si se replican, para
poder describir algunas de las alteraciones del sistema dopaminérgico que pudieran encontrarse en la
EA. Para ello seria necesario el uso de animales silvestres a los que se denerve con 6-OHDA, molécula
gue es toxica especificamente para neuronas dopaminérgicas, y analizar el proceso de neofobia,
adquisicion y consolidacion de la memoria, ya que arrojarian informacion valiosa sobre las alteraciones

especificas en el modelo 3xTg-AD que pudieran extrapolarse hacia la EA en pacientes.

Adicionalmente resulta importante estudiar el proceso de neofobia y analizar si el fenébmeno esta ausente
Unicamente en animales de edad avanzada, si éste es el caso, deben estudiarse los componentes
estructurales del fendmeno de neofobia y analizar cuales de ellos estan afectados en el modelo 3xTg-
AD. Trabajos sugieren la existencia de una alteracion de la eficiencia sinaptica entre la ABL y la ClI

realizando mediciones ipsilaterales en animales de edad avanzada.

Un reporte reciente sugiere que la perturbacion de la neofobia esta relacionada con fallas en la
conectividad de la ABL y CI, por lo que es relevante realizar lesiones en esta via en animales silvestres y
estudiar si se presenta una conducta similar; ya que se podrian describir alteraciones que estén
modificando la expresién de la neofobia y con ello poder discriminar cuales son los motivos subyacentes

a que los animales 3xTg-AD no exhiban dicho fenémeno.

En caso de encontrar que los animales jovenes tampoco exhiben neofobia, se debe analizar la
posibilidad de que se deba a los niveles decrementados de norepinefrina en regiones cerebrales ya que
se ha reportado con anterioridad un decremento del NT en la corteza insular. Al realizar estos analisis se
podria saber si el consumo aumentado durante la adquisicion se debe a la interaccion de varios factores

0 una Unica alteracion.

Ademas, queda por caracterizar el mecanismo por el cual BA atrofia las terminales catecolaminérgicas y
determinar si es especifico para este grupo neuronal, habria que describir como y cuando es que el
proceso sucede, lo que podria arrojar informacion sobre una ventana temporal en la que se podria

intervenir para evitar el dafio, al menos para las terminales catecolaminérgicas.
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Anexos.
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Consumo de agua y sacarina durante la prueba de memoria a corto plazo, los animales condicionados de ambas edades, son
capaces de exhibir una memoria a corto plazo, se muestran ademas los grupos que no fueron condicionados: 3xTg-AD de 4-
5meses (Tg 4-5 mo NaCl) y 9-12 meses (Tg 9-12 mo NaCl), el andlisis estadistico comparé el consumo de agua y sacarina
obte lo: Tg 4-5 mo NaCl (n=4) p<0.0023 (siendo mayor el consumo de sacarina), Tg 4-5 mo LiCl (n=9)* p< 2.95E-8 (siendo
mayur el consumo de agua), Tg 9-12 mo NaCl (n=4) p<0.051, en este grupo no se observaron diferencias significativas en el
consumo de ambas sustancias, Tg 9-12 mo LiCl (n=15)* p<1.45E-16 (siendo mayor el consumo de agua), el consumo total de los 4

grupos no presenta diferencias.
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