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1. Abreviaturas

ACh: Acetilcolina

ADN: acido desoxirribonucleico

APP: Proteina precursora de
amiloide

apokE: lipoproteina E

AMI: Amigdala

BA: Beta amiloide

CA1: Cornus ammonis 1

CC: corteza cingulada

ChAT: Acetilcolinotransferasa

CICUAL del IFC: Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del

Instituto de Fisiologia Celular

COMT: catecol-O-metil transferasa

DA: Dopamina

EA: Enfermedad de Alzheimer

Epi: adrenalina o epinefrina

FDA: Food and Drugs Administration

IDE: Enzima degradadora de
insulina

IFC: Instituto de Fisiologia Celular

i.p.: intraperitoneal

IR: indice de reconocimiento

INGER: Instituto Nacional de
Geriatria

LC: Locus Coeruleus

L-DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina

LTD: Depresion a largo plazo

LTP: Potenciacion a largo plazo

MAO: Monoamino oxidasa

NE: Noraderenalina o norepinefrina

NMDA: N-metil-D-aspartato

OLM: Memoria de Ubicacion o
Localizacién de Objetos

ORM: Memoria de Reconocimiento
de Objetos

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PS1: Presinilina 1

PS2: Presinilina 2

ROI: Region de interés

TH: tirosina hidroxilasa

3xTg AD: Triple transgénico para la
Enfermedad de Alzheimer

VTA: Area ventral tegmental

WMM: Laberinto Acuatico de Morris



2. Resumen.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma de demencia progresiva
mas comun en la actualidad, principalmente se caracteriza por un declive de
habilidades cognitivas y pérdida de la memoria. Uno de los marcadores
histopatolégicos de la enfermedad es el péptido beta amiloide (BA), el cual
tiende a agregarse en placas amiloides, y ha sido correlacionado con el declive

de las funciones cognitivas.

La EA no tiene cura y los tratamientos aprobados hasta ahora unicamente
tratan los sintomas pero no el progreso de la enfermedad. Debido a esto,
diferentes grupos de investigacion se han enfocado a probar nuevos
tratamientos que puedan, no solo disminuir la sintomatologia, sino también

detener o aminorar el progreso de esta enfermedad.

Existen estudios in vitro en los que se muestra que las catecolaminas, las
cuales poseen un grupo catecol en su estructura, son capaces de disgregar el
BA e impedir su agregacion en placas. Ademas, experimentos en animales a los
que se les administraron agonistas dopaminérgicos o precursores de la
dopamina (DA) muestran una disminucion en la deposicion del A y un mejor
desempefio en tareas conductuales. Debido a que la mayoria de estos
compuestos poseen un grupo catecol, y el mismo grupo catecol ha demostrado
tener efecto sobre la fibrilacion del BA, este trabajo plantea evaluar el efecto de
un tratamiento con catecol en la acumulacion de A y en el desempefio cognitivo

de un modelo murino de la EA.

Tras el tratamiento de 16 dias con catecol (10mg/kg/i.p.) se encontré una
disminucién en la acumulacién del BA en la corteza cingulada y motora de los
ratones, ademas de una mejora en el desempefio de la tarea de localizacién de
objetos. Esto es importante debido a que estos resultados apoyan nuestra

hipétesis de que el catecol es quien confiere a las catecolaminas su capacidad



de evitar la agregacién o disgregar BA, con lo que es posible mejorar el

desemperfio cognitivo aun en un estado avanzado de la patologia amiloide.
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3. Introduccion

3.1. Caracteristicas generales de la Enfermedad de Alzheimer .

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma de demencia progresiva
mas comun en personas mayores de 65 afos. Hasta 2014, la Alzheimer’s
Association reportd que aproximadamente 5.2 millones de estadounidenses
padecen EA (Fargo, 2014). En México, no se cuenta con cifras exactas de
cuantas personas padecen de esta enfermedad, pero segun datos del Instituto
Nacional de Geriatria (INGER) en 2014 la prevalencia de enfermedades por

demencia en el pais era de 860,000 casos.

La EA es mayormente caracterizada por un declive gradual de las
habilidades cognitivas y pérdida de la memoria episédica (Moreno-Castilla et al.,
2012). Lo que se correlaciona con que en regiones como el hipocampo y las
cortezas entorrinal, parietal y frontal, se presente una marcada atrofia cerebral,
muerte neuronal (Holtzman et al., 2011) y neuritas distroficas (Dickson et al.,
1999).

3.2. Caracteristicas histopatologicas de la Enfermedad de Alzheimer. Beta
amiloide y Tau hiperfosforilada

Las principales caracteristicas histopatoldgicas de la enfermedad son las
placas amiloides o neuriticas mayormente constituidas por el péptido beta
amiloide (BA) y los ovillos neurofibrilares constituidos por la proteina Tau en su
estado hiperfosforilado (Murphy et al., 2010). El BA es un péptido que se genera
a partir de la protedlisis de la proteina precursora de amiloide (APP). APP es una
glicoproteina transmembranal ampliamente distribuida en el sistema nervioso
central. Se localiza en la membrana de la célula y de diversos organelos

membranosos (De-paula et al., 2012).

Por otro lado, Tau es una proteina asociada a microtubulos cuya

fosforilacién es critica para el proceso de estabilizacion de polimeros de tubulina.
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La hiperfosorilacién de esta proteina en la EA, altera la capacidad de ésta para
unirse a los polimeros de tubulina, lo que resulta en la desestabilizacion de los
microtubulos y la agregacion de esta proteina en marafas u ovillos

neurofibrilares (De-paula et al., 2012).

Aunque la proteina tau también tiene un papel importante en la EA, su
aparicion en el cerebro es mas tardia que la del A, por lo que se considera que
los eventos patoldgicos que dan inicio su agregacion en marafias neurofibrilares
son desencadenados mayormente por las alteraciones en el procesamiento y
sobreproduccién del A (Armstrong, 2014; Hardy et al., 1992). Por estas razones

mi trabajo se centrd en el BA.

3.3. Procesamiento de APP. Via amiloidogénica y via no amiloidogénica.

Se han atribuido diferentes funciones a la proteina APP, entre estas se le
ha implicado como neuroprotector contra dafio hipoglicémico y neurotoxicidad
por glutamato (Mattson et al., 1993), factor neurotrofico (Qiu et al., 1995) y
promotor de adhesion celular (Schubert, Jin, Saitoh, & Cole, 1989). Cultivos
neuronales de raton con el gen de la APP depletado que presentan viabilidad
disminuida y un retraso en el crecimiento de neuritas (Perez et al., 1997; Selkoe,
2001).

12



a- secretasa
- secretasa
B- secretasa

A

N Proteina precursora de amiloide (APP) \{

Protofibrillas Oligémeros B ~

% « Beta amiloide 1-40, 1-42 APPSB C

Ruta amiloidogénica.

Fibrillas
formadoras de

placas seniles
P3 APPso. C

Ruta no amiloidogénica o
procesamiento normal de APP.

Fig 1. Procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) mediante la via amiloidogénica y la
via no amiloidogénica. A) APP antes de ser proteolisada. B) Ruta amiloidogénica con los diferentes
estadios de agregacion previos a la formacion de la placas neuriticas de BA. C) Ruta no amiloidogénica y
sus productos. Las flechas y colores sefalan el sitio de corte de cada enzima. Verde: o -secretasa,
Morado: p —secretasa y Rojo: y —Secretasa. La N hace referencia al extremo amino de la proteina y C al

extremo carboxilo.

La APP puede ser procesada mediante la via secretora o0 no
amiloidégenica, en la cual la proteina es proteolisada por la enzima a- secretasa,
lo que genera un fragmento N- terminal soluble (sAPPa) y un fragmento C-
terminal de 83 residuos que posteriormente es cortado por la enzima y-
secretasa, dando origen a un fragmento C- terminal de menor tamafio, como se
muestra en la Figura 1C. Sin embargo, APP también puede ser procesada
mediante la via amiloidogénica, en la cual el primer corte es producido por la
enzima B- secretasa, lo que resulta en un fragmento N- terminal pequefo
(sAPPB) y un fragmento C- terminal de 99 residuos; el segundo corte, producido
por la enzima y- secretasa genera un péptido de composicion heterogénea de
entre 39 a 43 residuos denominado BA el cual tiende a agregarse en oligdmeros
protofibrillas y placas seniles (Figura 1B) (De-paula et al.,, 2012; Kang et al.,
1987; Selkoe, 2001).
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3.4 Agregacion de Beta Amiloide.

A partir de la protedlisis de la APP por parte de las enzimas B y y-
secretasas se pueden obtener una gran variedad de formas de BA. La forma
mas comun de BA presente en las placas neuriticas es aquella constituida por 40
aminoacidos, denominada BA4 Y en menor proporcion BAs2, denominada de
esta forma debido a que esta constituida por 42 aminoacidos (Bekris et al.,
2010). El péptido BA tiene una estructura secundaria de beta plegada que tiende
a agregarse para formar dimeros, trimeros, oligdmeros, protofibrillas, fibrillas y
placas neuriticas (Reinke et al. 2011). El BA4, tiene mayor tendencia a agregarse
que el BA4. Esto es importante dado que sugiere que esta forma del péptido es

la primera en acumularse en forma de placas (Selkoe, 2001).

Fase de Nucleacion Fase de Elongacion

/ \/ \

Mondémero dimero
Oligémero

Placa amiloide

Proteofibrilla Fibrilla madura

Fig 2. Proceso de agregacion de BA. Se sefialan los estados pertenecientes a las fases de nucleacion y
elongacion. Las flechas en ambos sentidos indican el equilibrio que existe entre los diferentes estados de
agregacion de BA. Las placas amiloides o neuriticas no pertenecen a ninguna de las fases de agregacion,
puesto que estas fases se han descrito in vitro y la agregacion en placas solo se da en cerebro (Castillo et
al., 1999; Diaz-Nido et al., 2002).

Como se observa en la Figura 2, la formacion de las fibrillas de BA se da
en el tiempo como una funcion sigmoide que se divide en al menos dos fases:
nucleacion y elongacion. La fase de nucleacion o lag, trata de la formacién de

estructuras beta, es decir que en esta fase se da la generacion de estructuras no
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fibrilares u oligobmeros del BA. Seguida de esta, se da la fase de elongacion, en
la que las estructuras beta generadas durante la nucleacion, se transforman en
fibrillas mediante la adicién de multiples oligomeros del BA (Benseny-Cases et
al., 2007; Castillo et al., 1999; Diaz-Nido et al., 2002). El crecimiento de fibrillas
(tanto in vitro, como in vivo), es dependiente de la concentracion de monomeros
de BA (Murphy et al, 2010). Ademas algunos reportes indican que los depdsitos
del BA se encuentran en equilibrio con el BA intersticial, por lo que las placas
neuriticas pueden fungir como reservorios de oligobmeros, los cuales tienen una

actividad toxica importante (Mucke et al., 2012; Murphy et al., 2010).

3.5 Enfermedad de Alzheimer hereditaria y esporadica

La EA se subdivide por su causa en hereditaria y esporadica. La EA
hereditaria se caracteriza por una aparicién temprana de la sintomatologia, entre
los 30 y 60 afios. Unicamente afecta a alrededor del 1- 7% de la poblacién de
enfermos, y posee una penetrancia autosémica dominate total en alrededor del
13% de los casos (Ridge et al., 2013). Cerca del 60% de los enfermos que
presentan esta forma de la enfermedad reportan multiples casos de EA dentro
de su circulo familiar (Bekris et al., 2010). Algo importante es que el Alzheimer
de tipo hereditario esta ampliamente asociado a mutaciones en los genes de
APP (localizado en el cromosoma 21), Presenilina 1 (PS1) localizado en el
cromosoma 14 y Presenilina 2 (PS2) (localizado en el cromosoma 1) (Bekris et
al., 2010). La patologia clinica de la enfermedad de forma hereditaria varia
dependiendo de la mutacion presentada y de la localizacion de ésta dentro del
gen (Ridge et al., 2013).

A diferencia de la EA hereditaria, la EA esporadica se caracteriza por la
aparicion tardia de la enfermedad, de los 65 afios en adelante, representando
alrededor del 90- 97% de los casos (Holtzman et al., 2011). A pesar de que
existen numerosos factores de riesgo genético o biomarcadores de esta forma
de la enfermedad, no se ha identificado un gen o mutacion que pueda sefialarse

como el causante del progreso de la misma (Ridge et al., 2013). Sin embargo, se
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piensa que la interaccion de estos factores genéticos con otros de caracter
ambiental contribuyen a su desarrollo (Moreno-Castilla et al., 2012). Uno de los
genes con mayor importancia asociados a la EA de tipo esporadico es aquel que
codifica para la lipoproteina E (apoE). Existen tres alelos comunes de apoE en
humanos cuya unica diferencia radica en un aminoacido ya sea en la posicion
112 0 158 de la secuencia de dicha proteina. De especial importancia es el alelo
4 (e4), pues cuando se presenta este alelo el riesgo de presentar la enfermedad
aumenta. Una sola copia del €4 incrementa la posibilidad de padecer EA unas 3
veces, mientras que dos copias de este la incrementan alrededor de 12 veces
(Holtzman et al., 2011). Se sabe que la apoE esta involucrada en la degradacion
proteica del BA y que esta se ve afectada de manera negativa cuando el BA se
encuentra formando un complejo con la apoE (Kim et al, 2009). En
consecuencia la EA de tipo esporadico tiene un parece estar mas relacionada
con la degradacién optima del BA, y la EA de tipo hereditario con la

sobreproduccién del péptido (Selkoe, 2001).

Conocer el procesamiento de APP y ambas variantes de la enfermedad
es importante, debido a que la hipotesis de la etiologia de la EA mas aceptada
hasta ahora plantea al A como el desencadenante de los eventos patologicos

de la enfermedad (Armstrong, 2014).

3.6. Hipotesis en cascada de Beta Amiloide.

En 1992, el grupo de Hardy y Higgins plantean la hipdtesis en cascada
del BA, que propone que la acumulacion extracelular del BA en forma fibrilar
induce una cascada de eventos neurodegenerativos asociados a la EA (Hardy et
al., 1992). La cascada de eventos propuesta originalmente por los autores
sefala diferentes factores como las mutaciones en APP, PS1 y PS2; el alelo ¢4
de la apoE y factores ambientales como los causantes de la sobreproduccion o
mala degradacion del BA. El exceso de oligoméros del péptido BA y la
subsecuente acumulacion en placas de este, da pie a la acumulacién de tau

hiperfosforilada en marafas neurofibrilares. Ambos eventos patologicos, la

16



acumulacion del PA y tau hiperfosorilada, derivan en procesos de

neuroinflamacién, muerte neuronal, y demencia (Hardy et al., 1992).

Otros factores que participaron en el surgimiento de esta hipotesis son
que las alteraciones en el proceso proteolitico de APP suelen ser eventos
tempranos en la EA y el descubrimiento de que BA es el principal constituyente

de las placas neuriticas (Armstrong, 2014).

Parte de la evidencia que apoya esta hipotesis es que existe una
correlacion entre un déficit cognitivo temprano con la presencia de altos niveles
de oligbmeros del BA (Armstrong, 2014; Selkoe, 2002). A su vez este déficit
cognitivo se ha ligado a alteraciones en la plasticidad sinaptica. Esto es
importante pues se propone que estos procesos de plasticidad sinaptica, como
la potenciacién a largo plazo (LTP por sus siglas en inglés), subyacen al proceso
de aprendizaje. Ademas existen reportes que indican que la presencia de los
oligbmeros del BA es suficiente para inhibir la LTP (Selkoe, 2002), lo que
correlaciona con que los déficits cognitivos y la pérdida de sinapsis suelen
presentarse de forma temprana en modelos animales de la EA (Masliah et al.,
2001).

Aunque las fibras del BA y las placas neuriticas no se consideran la causa
principal de la patologia y neurodegeneracion presentes en la EA, esto no quiere
decir que no estén implicadas en los procesos de la enfermedad, de hecho
alrededor de éstas se encuentra gran cantidad de microglia activa, inflamacién y
neuritas distréficas. Todos ellos importantes componentes que contribuyen
ampliamente a la neurodegeneracion (Castellani, et al 2010; Selkoe 2001).
Ademas, como ya se menciond anteriormente, las placas neuriticas estan en
equilibrio con el BA soluble, por lo cual siempre que existan placas también

existiran oligdmeros capaces de ejercer efectos toxicos.
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3.7. Tratamientos.

Los tratamientos o terapias que se tienen hasta ahora contra la EA no son
del todo efectivos, pues ninguno de estos detiene la progresion de la
enfermedad. Hasta el 2014, la Food and drugs Aministration (FDA) sélo habia
aprobado 5 farmacos (donepezilo, galantamina, memantina, rivastigmina vy
tacrina) para su uso en pacientes con la EA, sin embargo estas drogas

unicamente tratan los sintomas de la enfermedad (Fargo, 2014).

3.8. Tratamientos sintomaticos.

El surgimiento de la hipdtesis colinérgica (que dicta que las primeras
neuronas en verse afectadas durante la EA son las neuronas colinérgicas
presentes en el cerebro basal anterior) y los diferentes reportes que
demostraban, tanto la degeneracion de neuronas en el nucleo basal de Meynert,
como la existencia de déficits neocorticales de la acetilcolinotransferasa (ChAT)
(Davies et al., 1976; Perry et al., 1977), dieron pie a los primeros tratamientos
con farmacos contra la EA. El donepezilo, la galantamina, rivastigmina y tacrina,
son inhibidores de la actividad de la colinesterasa, dado que inhiben la
degradacion de la acetilcolina (ACh) (Galimberti et al., 2013).

Esta reportado que en los pacientes con la EA la enzima glutamina
sintetasa esta oxidada, y esto produce un exceso de glutamato y sobreactivaciéon
del receptor a glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA). Dicha sobreactivaciéon
puede llevar a un proceso de exitotoxicidad que derive en muerte celular
(Castellani et al., 2010). A esto se le suma el hecho de que los oligémeros de A
interactuan con dicho receptor alterando la sefializacion glutamatérgica. Los
oligémeros del A tienden a reducir el flujo de Ca** que se da a través del
receptor con lo cual favorecen la depresion a largo plazo (LTD, por sus siglas en
inglés), inhibiendo a su vez la LTP, interfiriendo asi con procesos de plasticidad
sinaptica que son de vital importancia para el aprendizaje (Shankar et al., 2007).

Debido a esto, también se ha buscado el tratamiento con antagonistas del
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receptor NMDA; el unico aprobado hasta ahora por la FDA es la memantina
(Galimberti et al., 2013).

Aunque los farmacos mencionados anteriormente permiten tratar los
sintomas del paciente, no detienen el avance de la EA, por lo que solo funcionan
durante algunos afios y después el paciente empeora rapidamente (Galimberti et
al., 2013).

3.9. Tratamientos de progresion.
Debido a la importancia del pA en la patologia de la EA, se han
desarrollado tratamientos cuya meta es reducir la carga de este péptido en el

cerebro.

Entre estos tratamientos se encuentran los que proponen modular la
produccion del A mediante inhibidores de las enzimas 3 y y- secretasas. Sin
embargo, estos tratamientos no mejoran las deficiencias cognoscitivas vy
funcionales de los pacientes (De-paula et al., 2012). Otros tratamientos se
enfocan en promover la expresion de enzimas degradadoras del A, como la
enzima degradadora de insulina (IDE) que elimina sustratos con secuencia
proclive a formar estructuras beta plegada (Selkoe, 2001). Sin embargo, estos
tratamientos tienen la desventaja de que estas enzimas rara vez degradan

sustratos especificos.

Un nuevo enfoque terapéutico es la inhibicion de la fibrilacion del BA.
Recientemente se ha propuesto que los farmacos que estimulan el sistema
doparminérgico pueden tener un efecto benéfico en los pacientes con EA (Koch
et al., 2014; Martorana et al., 2009). Diferentes reportes in vitro indican que las
catecolaminas y algunos agonistas dopaminérgicos pueden inhibir la formacién
de fibrillas (Huong et al., 2010; Ono et al., 2013) o disgregar la acumulacién de
BA (Li et al., 2004).
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Entre estos trabajos destaca el de Huong y colaboradores 2010, en el que
se evidencia que el grupo catecol (orto dihidroxibenceno) inhibe la formacion de
fibrillas de PAs Yy PA42. Ademas, la coincubacion de mondmeros de ambas
formas del péptido con compuestos derivados del catecol, y el catecol mismo,
demostré que su estructura interfiere en la formacion de las fibrillas (Huong et
al., 2010; Ono et al., 2013). Estos datos sugieren que la estructura de las
catecolaminas presenta una interaccién importante con el BA, por lo cual
potenciadores de estos neurotransmisores podrian representar un buen blanco
como tratamiento de progresion para la EA. Ademas, las catecolaminas
participan en procesos de aprendizaje y memoria (Guzman-Ramos et al., 2010;
de Lima et al., 2011; Nieoullon, 2002) por lo que el mantenimiento de sus niveles

tonicos, liberacién y degradacion son importantes.

3.10. Catecolaminas, metabolismo y funcién en el sistema nervioso central.

En el cerebro el catecol puede encontrarse en las catecolaminas, que son
un grupo de monoaminas cuyo precursor es el aminoacido tirosina. Dentro de
este grupo estan los neurotransmisores dopamina (DA), norepinefrina (NE) y
Epinefrina (Epi) (Purves et al., 2008).
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Fig 3. Sintesis de catecolaminas. Se sefialan los cofactores y coenzimas necesarios para que se lleven
acabo las reacciones en la via de sintesis de la L-DOPA, Dopamina, Noradrenalina y Adrenalina. El

recuadro rosa sefala el grupo catecol en cada producto de la via.

El primer paso en la sintesis de catecolaminas es catalizado por la
tirosina hidroxilasa (TH) para sintetizar 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Posteriormente la L-DOPA es metabolizada por la descarboxilasa de L-
aminoacidos aromaticos, generandose la perdida de diéxido de carbono vy
formandose la DA. En las neuronas dopaminérgicas la sintesis de catecolaminas
finaliza con la produccion de DA. Sin embargo, en las neuronas noradrenérgicas
o adrenérgicas, la sintesis de catecolaminas continua mediante la enzima
dopamina f hidroxilasa, la cual cataliza el paso de DA a NE. Finalmente, en las
neuronas adrenérgicas, la sintesis de Epi se da por la accion de la

feniletanomalima N- metil transferasa. (Figura 3).
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La enzima limitante en la sintesis de catecolaminas es la tirosina
hidroxilasa (TH), aunque en el caso de las neuronas noradrenérgicas vy
adrenérgicas se sabe que la dopamina 3 hidroxilasa también puede fungir como
reguladora de la via (Squire et al., 2008). La regulacién de la actividad de la
enzima TH se da mediante la fosforilacién en 4 diferentes residuos de serina,
desfosforilacion por 2 fosfatasas, interacciones con enzimas productoras de
tetrahidrobiopterina (cofactor necesario para la sintesis de L-DOPA) e inhibicion

por exceso de catecolaminas (Daubner et al., 2011).

La inactivacion y degradacion de la catecolaminas, al igual que su
sintesis, participa en el mantenimiento Optimo de estos neurotransmisores
(Squire et al., 2008). La forma de inactivacibn mas comun de las catecolaminas
parece ser la recaptura de éstas a través de los transportadores dependientes
del cotransporte de Na* y CI, pero también existen enzimas que contribuyen al
catabolismo de las mismas. Dos enzimas implicadas en la degradacién de las
catecolaminas son la monoamino oxidasa (MAQO) y la catecol-O-metil transferasa
(COMT) (Squire et al., 2008).

La MAO cataliza la deaminacién oxidativa de monoaminas y sus
derivados O- metilados. Existen dos isoenzimas de la MAO, la MAOa y la MAQOg,
ambas localizadas en la membrana de la mitocondria. Por otro lado, la COMT se
presenta como las aloenzimas MB-COMT y S-COMT, siendo la MB-COMT la
mas comun en el cerebro. La MB-COMT se encuentra localizada en la
membrana plasmatica y mitocondrial. Su funcion es la transferencia de grupos
metilo al grupo m- hidroxi de la S-adenosilmetionina a las catecolaminas (Siegel
et al. 2012).
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Fig 4. Comparacion de los sistemas dopaminérgico y noradrenérgico en cerebro humano y de ratoén.
Se sefialan las principales vias dopaminérgicas y noradrenérgicas presentes en los cerebros de humano y
ratéon. A) Esquema de las vias dopaminérgicas en cerebro humano y B)de ratén. Cada color representa una
via diferente. C) Esquema de las vias noradrenérgicas en cerebro de ratén. Se sefialan las principales vias
noradrenérgicas del raton, las cuales al igual que en el humano se originan del locus coeruleus (LC). D)
Esquema de las vias noradrenérgicas en cerebro humano. Las vias que no se originan en el LC se

presentan en verde.

Los principales nucleos dopaminérgicos son la sustancia nigra, el area
ventral tegmental (VTA), el area retrorubral. A partir del primero, se constituye la
via nigroestriatal que proyecta mayormente al caudoputamen dorsal (Figura 4 A
y B). Esta via esta implicada en la coordinacion del movimiento voluntario. A
partir del VTA se originan 2 vias, la mesolimbica que proyecta al nucleo
accumbens, y la mesocortical que proyecta a la corteza prefrontal (Figura 4 Ay
B). Ambas vias estan implicadas en procesos de motivacién, recompensa,
reforzamiento y aprendizaje (Guzman-Ramos et al., 2010; de Lima et al., 2011;
Nieoullon, 2002). Se sabe que unicamente el 5% de las neuronas del area

retrorubral son dopaminérgicas (Siegel et al., 2012; Trillo et al., 2013). También
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es importante mencionar que existen neuronas dopaminérgicas en el nucleo

arcuato, las cuales participan en procesos endocrinos (Siegel et al., 2012).

En el caso de la NE existen 3 principales nucleos cerebrales, el locus
coeruleus (LC), el sistema lateral tegmental y el grupo medular dorsal. La
mayoria de las fibras noradrenérgicas ascendentes parten del LC y proyectan
hacia el bulbo olfatorio, neocortex, hipocampo, talamo, estriado, hipotalamo vy

cerebro anterior basal (Figura 4 C y D)(Trillo et al., 2013).

La NE cerebral estd mayormente implicada en la regulacion del ciclo
suefno-vigilia y procesos de atencion (Siegel et al., 2012) y se le atribuye un
papel importante en procesos de estrés y en memoria emocional (van Stegeren,
2008).

Aunque se sabe que existen neuronas secretoras de Epi en el sistema
lateral tegmental y el grupo medular que proyectan hacia hipotalamo y talamo,

no se conoce el papel de Epi en el cerebro (Purves et al., 2008).

3.11. Dopamina y Noradrenalina en la Enfermedad de Alzheimer.

El estudio de otros neurotransmisores, ademas de la ACh, revelo que
otros sistemas de neurotransmision relevantes para el aprendizaje y la memoria,
como el dopaminérgico y el noradrenérgico, se encontraban alterados en la EA
(Gibb et al., 1989; Storga et al1996; Yu et al., 2008).

Se ha reportado que los pacientes con la EA presentan una disminucién
significativa de DA, L-DOPA y NE en el giro cingulado, la amigdala, el estriado y
los nucleos del rafé (Storga et al.,, 1996). Ademas existe una reduccion en
receptores D1 (Cortés et al., 1988) y D2 en el hipocampo (Kemppainen et al.,
2003). Las alteraciones presentes en amigdala e hipocampo son de especial

importancia debido a la implicacion que tienen las catecolaminas en ambas
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estructuras durante los procesos de aprendizaje y memoria (Guzman-Ramos et
al., 2010; Laatikainen et al., 2012; Violante Soria, 2014).

La necropsia de pacientes con EA, revelé que existe una pérdida de
neuronas noradrenérgicas del LC y el grupo medular dorsal de
aproximadamente 50 a 60% (Mann et al.,, 1982). Lo que coincide con la
disminucién de niveles de este neurotransmisor en areas cerebrales como el
hipocampo, el giro cingulado y las cortezas temporal y frontal, las cuales reciben

proyecciones del LC (Storga et al., 1996).

Diferentes estudios sugieren que la sintesis de ambas catecolaminas se
encuentra afectada por la EA, por ejemplo, existe una marcada pérdida de sefial
inmunoreactiva a TH y dopamina  hidroxilasa en hipocampo (lversen et al.,
1983). Ademas se reporta una disminucién en la afinidad de adenoreceptores de
tipo a 2 en corteza prefrontal e hipocampo (Kalaria et al., 1991; Pascual et al.,
1992).

También se han encontrado polimorfismos que incrementan el riesgo de
padecer la EA esporadica en genes relacionados con el sistema noradrenérgico,
lo que sugiere que el receptor adrenérgico $2 juega un papel importante en esta
patologia (Yu et al., 2008). En cuanto al sistema dopaminérgico, los
polimorfismos identificados hasta ahora en los genes de los receptores D1 y D3,
estan relacionados con una mayor probabilidad de presentar psicosis y agresion

durante la EA de tipo esporadico (Holmes et al., 2001).

3.12. Alteraciones en sistemas dopaminérgico y noradrenérgico en
modelos murinos para la Enfermedad de Alzheimer.

Diferentes modelos animales de la EA presentan alteraciones en el
sistema dopaminérgico. EI modelo murino APP23, que sobreeexpresa APP,
presenta una disminucion de fibras reactivas a TH en el hipocampo y en la

neocorteza (Diez et al., 2003). Por lo tanto, también se ha ligado la
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sobreexpresion de esta proteina con la degeneracion de neuronas
noradrenérgicas en el LC y con la disminucién de receptores adrenérgicos a1 en

el giro cingulado y el hipocampo en el modelo Tg2576 (Klingner et al., 2003).

Otro modelo murino, el triple transgénico para la enfermedad de
Alzheimer (3xTgAD), presenta un déficit en la liberacion de DA durante el
desempefio de una tarea de reconocimiento de objetos (ORM, por sus siglas en
inglés) a partir de los 10 meses de edad (Guzman-Ramos et al., 2012). Datos
recientes sobre este mismo modelo sefalan que este déficit en la liberacion de
DA correlaciona con la pérdida y atrofia de terminales catecolaminérgicos debida
a la acumulacién del BA (Moreno-Castilla et al., 2016). A esto se suma, la
degeneracion de las terminales provenientes del LC en hipocampo y algunas
regiones corticales reportada en el modelo APPswe/PS1AE9 (Liu et al., 2008).
Por otro lado, la infusion del BA en cerebros de ratones silvestres también afecta
la liberacion de catecolaminas. Por ejemplo la infusion de BA4o en el nucleo
accumbens afecta la liberacion de DA evocada por agonistas colinérgicos (Preda
et al., 2008), y la infusion del A4, también genera la pérdida de terminales
catecolaminérgicas, una reduccion en los niveles de DA en la corteza insular y
alteraciones en la plasticidad sinaptica, como lo es la imposibilidad de inducir
LTP en la via corteza insular-amigdala basolateral con estimulacién de alta

frecuencia (Moreno-Castilla et al., 2016).

Diferentes tratamientos con precursores o agonistas catecolaminérgicos
como la L-DOPA (Ambrée et al., 2009), apomorfina (Himeno et al., 2011), e
inhibidores de la recaptura de DA y NE (Guzman-Ramos et al., 2012) tienen
efecto benéfico sobre los déficits cognoscitivos y la acumulacién del BA en
modelos transgénicos para la EA. Por ejemplo, el tratamiento con apomorfina
disminuye la cantidad del BA acumulado en hipocampo y mejora el desempeio
de ratones 3xTg AD en el laberinto acuatico de Morris (MWM, por sus siglas en
inglés) (Himeno et al., 2011) que es una tarea de memoria espacial dependiente
de hipocampo (Naghdi et al., 2003).
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Los experimentos mas recientes en nuestro laboratorio sefialan que el
tratamiento con L-DOPA (10 mg/kg) disminuye la acumulacion del BA en el
hipocampo, y en las cortezas insular y motora en ratones 3xTg-AD de 11-12
meses de edad, ademas de mejorar el desempefio conductual en una tarea de
memoria de reconocimiento (Moreno-Castilla et al., 2014) (dependiente de
corteza), en la cual el raton debe distinguir entre un objeto familiar y uno
novedoso (Balderas et al.,, 2008). Esto concuerda con los estudios in vitro,
mencionados anteriormente, en los que los derivados del grupo catecol como la
L-DOPA, la dopamina y la norepinefrina, entre otros, tienen la capacidad de
inhibir la formacion de fibrillas del BA (Huong et al., 2010; Ono et al., 2013) y de
disgregarlas (Li et al., 2004). Ademas, se ha reportado que tanto la DA como
otras moléculas que tienen grupo catecol en su estructura quimica, establecen
interacciones con el péptido BA, lo que fue determinado mediante un

inmunensayo (Inbar et al., 2008).

3.13. Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer

Uno de los modelos murinos mas relevantes en el estudio de la EA, es el
3xTg AD que fue originalmente desarrollado en el laboratorio del Dr. Frank La
Ferla. Este modelo destaca de otros debido a que no solo acumula BA tanto intra
como extracelular, sino también tau hiperfosforilada. Ademas tiene un patron de
inicio de la neuropatologia regional muy similar al de pacientes con EA, ya que
mayormente afecta regiones cerebrales como la amigdala, el hipocampo y la

corteza cerebral (Mastrangelo et al., 2008).

Para el desarrollo del modelo se microinyectaron 2 constructos
transgénicos independientes, codificantes para las mutaciones humanas APPgye
y Taupsp1L, en embriones de raton knock-in PS1u146v. Ambos constructos estan
bajo el control transcripcional del mismo promotor, el Thy 1.2. Este promotor se
expresa mayormente en regiones como el hipocampo y la corteza, y su

expresion es casi nula fuera de sistema nervioso central (Oddo et al., 2003).
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Las mutaciones APPgwe Y PS1mi4ev generan un aumento del corte
mediado por la enzima 3 —secretasa (Ridge et al.,, 2013) y el aumento en la
produccion del BA42 (Murayama et al., 1999), respectivamente. La mutacion Tau
genera la acumulacion de esta proteina en su forma hiperfosforilada en regiones

cerebrales severamente afectadas por la EA (Spillantini et al., 1998).

PS1 KI

O’@EF X wéfz. :’-'-.

harvest single-cell embryos

T}
—HHT arree [ F
—» Genotypic analysis

Fig 5. diagrama representativo de como se desarrollo el modelo 3xTgAD (Oddo, Caccamo, &
Shepherd, 2003)

En este modelo los primeros déficits cognitivos se manifiesta a los 4
meses de edad correlacionando con la acumulacion del BA intracelular en el
hipocampo y la amigdala. Aunque los déficits cognitivos empeoran a medida que
el raton envejece y la patologia amiloide se agrava. (Billings et al., 2005;
Guzman-Ramos et al., 2012). Las alteraciones en la plasticidad sinaptica son
evidentes desde los 6 meses de edad (Oddo et al., 2003) y la acumulacién de
tau hiperfosoforilada es mas evidente a los 12 meses de edad (Oddoet al.,
2003).

4. Planteamiento del problema.

Las evidencias antes presentadas sefalan que existe una clara
correlacion entre la acumulacién del péptido BA y alteraciones en sistemas
relevantes para el aprendizaje y la memoria, como sistemas noradrenérgico y

dopaminérgico, lo cual contribuye al agravamiento de la patologia durante la EA.

28



Reportes in vitro que apuntan a las catecolaminas y al mismo grupo
catecol como moléculas capaces de disgregar o impedir la acumulacion del BA.
Ademas el tratamiento de modelos transgénicos de la EA con precursores,
agonistas e inhibidores de la recaptura de las catecolaminas ha resultado, no
solo en la disminucion de la acumulacién del BA en regiones cerebrales
relevantes para la EA y la memoria, como la corteza prefrontal y el hipocampo;
sino también con el mejoramiento de tareas cognitivas relacionadas a dichas

areas cerebrales.

Por lo tanto, resulta interesante entonces evaluar la posibilidad de que el
grupo catecol sea el que confiere a las catecolaminas la capacidad de disgregar

la acumulacién del BA in vivo, en el modelo transgénico para la EA.

4.1. Objetivo general.
. Evaluar el efecto in vivo de la molécula catecol sobre la agregacién
de BA y su consecuencia en la memoria en un modelo transgénico de la
EA.

4.2. Objetivos particulares.
. Evaluar el efecto de la administracién subaguda de catecol sobre
los agregados de BA en la corteza, el hipocampo y amigdala de ratones
3xTg AD de 12 meses de edad.

. Evaluar el efecto de la administracion subaguda de catecol en las
tareas de Laberinto Acuatico de Morris, Reconocimiento y Localizacién

de Objetos en ratones 3xTg AD de 12 meses.

4.3 Justificacion.
El estudio del efecto que posee el grupo catecol sobre la atenuacién del

déficit cognoscitivo provocado por la acumulacion de BA en modelos de la
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enfermedad nos permite entender mejor el papel que tiene el sistema

catecolaminérgico en la EA.
4.4 Hipétesis.

El grupo catecol disminuye la acumulacion de BA en un modelo

transgénico de la EA, permitiendo una mejora cognitiva.
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5. Métodologia experimental

5.1. Sujetos

Los sujetos empleados para el desarrollo de este trabajo fueron ratones
3xTg AD macho de 12 meses de edad. Los animales se mantuvieron en el
vivario del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) en cajas individuales, condiciones
de 12 h luz/ 12 h obscuridad y tuvieron acceso libre a comida y agua en todo

momento.

El protocolo empleado en este trabajo se desarrollé de acuerdo a la
norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 y con la aprobacion del Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL
del IFC) con numero FBR 30-14.

5.2. Administracion intraperitoneal de catecol.
Se les administré catecol (Sigma, México) o vehiculo (solucién salina
0.9%) via intraperitoneal (i.p.) a una dosis de 10mg/kg de peso por 16 dias

continuos durante los cuales se realizaron las tareas conductuales.

La administracién del farmaco y su vehiculo comenzaron el primer dia de
habituacién de la tarea de ORM, lo quiere decir que al concluir dicha tarea los
ratones tenian 5 dias de haber sido administrados con catecol. Para cuando los
ratones concluyeron la tarea de localizacién de objetos (OLM, por sus siglas en
inglés) tenian 7 dias de haber sido administrados y para el final del protocolo del

MWM tenian 16 dias de administracién (Figura 6).
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Fig 6. Protocolo experimental. En el cuadro se resume el protocolo empleado para el desarrollo
de esta tesis. Notese que los dias de administracion no son los mismos para todas la tareas. Las lineas
diagonales en el protocolo de laberinto acuatico de Morris (MWM) indican los 4 dias de descanso en los
que los animales fueron administrados con catecol y vehiculo pero no participaron en ninguna conducta.

Tarea de reconocimiento de objetos (ORM) y tarea de localizacién de objetos (OLM).

5.3. Inmunohistoquimica contra Beta Amiloide

Para confirmar la presencia del Ay posteriormente cuantificar dicho
péptido, se empled la técnica de inmunofluorescencia contra el A, en la cual un
anticuerpo, acoplado a un fluoréforo, reconoce a su antigeno dentro de un tejido.
Al excitar el fluoréforo a una longitud de onda determinada, se puede observar la

localizacion del antigeno de interés por la emision del mismo.

Se empled un protocolo de inmunofluoresencia que se realiza en 2 dias.
El primer dia se realizaron 3 lavados con buffer 0.1M trizma y NaCl 0.9% pH 7.4
(TBS 1X) de 10 min cada uno. Tras esto, se realizd la exposicion de los epitopes
con acido férmico al 88% durante 5 min, se lavo 3 veces con buffer 0.1M trizma,
NaCl 0.9% vy tritdbn 0.1% pH 7.4 (TBST 0.1%) (cada lavado es de 10min) y se
incubo con solucién de bloqueo (TBST 0.1% y BSA 5%) por 30 min. El
anticuerpo primario anti BA empleado fue el A 6E10 hecho en ratén (1:300/500
uL, Covance, Emeryville, California), el cual se incubo una noche a 4°C con
agitacion. El segundo dia se lavo 6 veces con TBS 1X, (cada lavado de 10min),
posteriormente se realiza una incubacion de 1 h con el anticuerpo secundario
goat anti Mouse IgG FITC (1:250 ulL, Millipore, Darmstadt, Alemania). Para

finalizar, se lava 3 veces con TBS 1X, (cada lavado es de 10min, en obscuro) y
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al terminar los lavados se colocaron las rebanadas en portaobjetos silanizados

(VWR, Leuven, Bélgica) con medio de montaje Dako (Dako, E.U.A.).

5.4. Cuantificacion de la acumulacidon intracelular de Beta Amiloide
mediante estereologia

La estereologia es una técnica mediante la cual se pueden obtener
descripciones cuantitativas de una estructura tridimensional a partir de medidas
realizadas en rebanadas de dicha estructura (imagenes en segunda dimension),
evitando la sub o sobreestimacion de densidades de volumen, area o numéricas.
Para llevar a cabo esta técnica la estructura de interés tiene que ser seccionada
de manera que todas las partes de esta tengan las mismas probabilidades de

ser muestreadas (West, 2012).

Para la cuantificacibon de BA intracelular se emple6 la prueba de
fraccionador optico del software Stereo Investigator®. Esta prueba estereoldgica
permite estimar el numero total de particulas que hay en un determinado
volumen a partir de un muestreo sistematico aleatorio realizado en secciones
distribuidas de manera uniforme en los planos X, Y y Z a lo largo de la region de
interés sin importar su forma u orientacién en el espacio (MBF Bioscience,
2015).

El uso de esta prueba requiere de la seleccion del tamafio de los cuadros de
conteo y de la malla de conteo. Los cuadros de conteo corresponden al area
muestreada, mientras que la malla de conteo se refiere a la distancia entre cada
cuadro de conteo en cada seccion (Figura 7). Las secciones de tejido o
rebanadas a muestrear deben estar separadas entre si por una periodicidad

determinada. Ademas, se mide el grosor de cada seccion muestreada.
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Fig 7. Area de conteo para corteza. En la imagen se muestra la seleccién realizada a 4x del area
de interés para la cuantificacion de BA, en este caso delimitada por la linea naranja. También se muestra la
distribucién de la malla de conteo, compuesta por un grupo de cuadros de conteo (linea verde y roja), los

cuales sefalan las areas a cuantificar.

La formula para obtener el total de particulas en una regién de interés es la

siguiente:

N = SQ"(t/h)(1/asf)(1/ssf)

donde Q" es el numero de particulas contadas, t es el grosor de corte de la
seccién, h es la altura del cuadro de conteo, asf se refiere a la razén entre el
area del cuadro de conteo con respecto al area formada por la distancia entre
cada cuadro de conteo; finalmente ssf se refiere al nimero de rebanadas
muestreadas del total de rebanadas de la estructura analizada (MBF

Bioscience, 2015).

En este trabajo se cuantificaron células positivas a pPA en las cortezas
cingulada (CC) y motora (region AP 1.545 a 0.945 mm), subiculum y CA1 del
hipocampo (regién AP -2.48 a -3.28 mm); y amigdala basolateral (region AP -

1.155 a -2.355 um) (Atlas, 2009). La cuantificacion en estas tres regiones
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cerebrales se realizd para evaluar los efectos de una dosis diaria de catecol
durante 16 dias sobre la acumulacion intracelular de BA. Para cada estructura se
determinaron el tamafio de la malla para conteo, y el numero de rebanadas de

cerebro a cuantificar y la periodicidad entre ellas, como se indica en la siguiente

tabla.
Estructura Tamano de malla Periodicidad No. Rebanadas
de conteo (mm) analizadas
Corteza 250x250 3 6
Hipocampo 180x180 4 6
Amigdala 150x150 4 6

Tabla 1. Descripcion de los parametros empleados durante la cuantificacion estereolégica para

cada estructura.

La regién de interés (ROI, por sus siglas en inglés) en cada estructura
cerebral analizada se delimité en funcion del patron de acumulacion de A
reportado en los ratones 3xTg-AD (Mastrangelo et al., 2008) y con ayuda de la
tincion con DAPI para la ubicacion espacial de la regién. En las cortezas
cingulada y motora la ROl comprende la capa IV y V de la corteza. En el
subiculum y CA1 de hipocampo la ROl comprende la capa piramidal de

neuronas y en la amigdala comprende la region basolateral de la estructura.

La estereologia se llevo a cabo en la unidad de microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM en el microscopio Olympus BX51WI el
cual se encuentra equipado un modulo confocal de disco giratorio, una lampara
de mercurio, una platina motorizada y una camara Hamamatsu C9100 EM-CCD,
con resolucion temporal de 32 frames/s y resolucién espacial de 1024 (H) x 1024
(V). Para el trazado de la malla de conteo se empleo el objetivo 4x, mientras que

para la cuantificacion se empled un objetivo de 60x.

Unicamente se cuantificaron las células cuya sefial positiva a fA caia dentro

del cuadro de conteo o tocaban la linea verde que se muestra en la Figura 10.
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La sefial positiva al BA que tocaba la linea roja no se considera en las
cuantificaciones, por regla del fraccionador 6ptico que busca evitar el sesgo.
Cabe sefalar que se determiné como sefal positiva la acumulacion intracelular

de granulos del BA.

Las fotografias representativas de cada estructura se tomaron en el
microscopio confocal FV10i (Olympus, Miami, Florida) de la Unidad de
Microscopia del IFC, el cual esta equipado con laseres LD y luz ultravioleta.
Dependiendo de la estructura se tomaron un total de 18 imagenes para corteza,
4 para amigdala y 9 de hipocampo. Cada imagen con un area de 424.6 x 424.6
um. Posteriormente se les proceso con el software Image J (NIH) para

transformarlas en imagenes de 8- bits.

5.5. Memoria de Reconocimiento de Objetos y Memoria de Localizacién de
Objetos .

La memoria de reconocimiento es la capacidad de un individuo de
identificar si algun estimulo o evento ha sido experimentado previamente; tiene
dos componentes basicos: el juicio de la familiaridad/novedad o recuerdo y el
componente contextual que implica un espacio y un tiempo determinados
(Balderas et al., 2008).

En modelos animales es posible evaluar la memoria de reconocimiento
mediante tareas conductuales como la memoria de reconocimiento de objetos
ORM y la OLM. La tarea de ORM se emplea para evaluar el juicio de la
novedad/familiaridad, mientras que la tarea de OLM se emplea para evaluar el

componente contextual (Balderas et al., 2008).

Tareas como la ORM y la OLM son importantes para la evaluacion de
modelos animales déficits cognitivos o de memoria, pues implican el uso de
estructuras del I6bulo temporal medial, las cuales se ven severamente afectadas

en demencias como la EA (Vogel-Ciernia et al., 2014).
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a) Objetos y aparatos.

Se emplearon 4 objetos construidos de bloques (Lego®, México), 2
idénticos entre si denominados robot y 2 idénticos entre si denominados edificio.
Los objetos se colocaron dentro de dos cajas de madera cuadradas de 33 cm X
30cm ; el piso de éstas se cubrié con aserrin durante el desempefio de la tarea.
También se afiadié una clave espacial de 4 cm x 28 cm que consistié de rayas
verticales negras pintadas sobre fondo blanco (cada raya mide 1.5 cm de
ancho). La clave espacial se coloco dentro de la caja en una pared a 2 cm del

piso (Figura 8.)

W e
- I

RSN 1717772777

i

33 cm

33 cm

Fig 8. Objetos y aparatos de las tareas de reconocimiento de objetos (ORM) y localizacion
de objetos (OLM). A la izquierda se muestra un esquema de la caja en la que se llevaron acabo las tareas
de ORM y OLM. A la derecha se muestran los objetos empleados en dichas pruebas. Legos superiores

edificios y legos inferiores robots

Antes de iniciar cada sesion del protocolo y entre sujeto y sujeto, se
limpiaron los objetos con etanol al 70% y toallas de papel. Con la finalidad de
reducir sesgos debidos a preferencia por algun objeto, se balanceé la eleccion
de éstos y sus ubicaciones. Es decir, que los cuatro objetos ocuparon todas las
configuraciones posibles dentro de la arena en la que se llevaron acabo las

tareas.
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Fig 9. Protocolo para las tareas de reconocimiento de objetos (ORM) y localizacion de
objetos (OLM). Durante la fase de habituacion se permite a los sujetos explorar un contexto 3 dias
seguidos. El cuarto dia se realiza la fase de adquisicion de ORM (ADQ ORM) durante la cual se presentan
dos objetos iguales al ratén. Veinticuatro horas después se realiza la fase de memoria a largo plazo de
ORM, en la cual se presenta un objeto familiar y un objeto novedoso. Al siguiente dia, durante la
adquisicion de OLM, se presentan los mismos objetos que en la prueba de memoria a largo plazo de ORM.
Finalmente, el dia 7 se realiza la prueba de memoria de largo plazo de OLM, en la que uno de los objetos
de desplaza a una ubicaciéon novedosa. Cada dia se permite a los sujetos explorar el contexto o los objetos

por 10 minutos.

b) Tarea de Reconocimiento de Objetos

El protocolo de ORM empleado es una modificacién del reportado por
Guzman-Ramos y colaboradores en 2012, y consistié en 3 fases: la habituacién,
la adquisicion y la memoria a largo plazo o evocacion. La primera consistié en 3
dias durante los cuales se introdujo al sujeto a una de las cajas (contexto)
durante 10 minutos; con el fin de que el contexto se volviera familiar. Durante la
segunda fase, denominada adquisicion, se introdujo en la caja un par de objetos
idénticos que el sujeto nunca antes habia visto (Por ejemplo, Robot y Robot),
estos se fijaron al piso mediante cuadros de velcro que se encuentran a 5 cm de
la pared de la caja. A cada sujeto se le dieron 10 minutos para explorar los
objetos. En la ultima fase, denominada memoria a largo plazo, se introdujo uno
de los objetos que el sujeto exploré durante la adquisicion y un objeto novedoso.

Al igual que en las fases anteriores, a cada sujeto se le dieron 10 minutos para
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explorar los objetos. Entre cada acceso a la caja que tiene el sujeto pasan 24

horas (Figura 9).

La adquisicibn y la prueba de memoria a largo plazo fueron
videograbadas con camaras digitales modelo VG-160/X-990/D-745 (Olympus,

E.U.A) para su posterior analisis.

c) Tarea de Localizacion de Objetos.

El protocolo de OLM empleado es una modificacion del empleado por
Violante Soria en 2014, y consistio en 3 fases: la habituacién, la adquisicion y la
memoria a largo plazo. Dado que este protocolo conductual se hizo seguido de
el de ORM, y para esta tarea ya se habia realizado una fase de habituacion esta
tarea se inicid en la segunda fase. Durante la fase de adquisicion, se introdujo
en la caja el mismo par de objetos que el sujeto explordé durante la fase de
evocacion de la tarea de ORM. Por ejemplo, Robot y Edificio (Figura 9). Esto con
el fin de evaluar la familiaridad de ambos objetos durante esta segunda
exposicidon a los mismos. A cada sujeto se le dieron 10 minutos para explorar los
objetos. En la ultima fase, denominada memoria a largo plazo, uno de los
objetos se desplazdé a una ubicacién novedosa. Al igual que en las fases
anteriores, a cada sujeto se le dieron 10 minutos para explorar los objetos. Entre

cada acceso a la caja que tiene el sujeto pasan 24 horas.

La adquisicibn y la prueba de memoria a largo plazo fueron
videograbadas con camaras digitales modelo VG-160/X-990/D-745 (Olympus,

E.U.A) para su posterior analisis.

d) Analisis de las tareas de Reconocimiento de Objetos y Localizacion de
Objetos.

El analisis de los videos es realizado por dos analistas entrenados para
cronometrar la duracién de la conducta de exploracion para cada objeto en

intervalos de 1 minuto durante los 10 minutos que dura cada fase. Para esto
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ambos analistas deben evaluar mediante indices similares que es una
exploracion y que no lo es. La conducta de exploracién consiste en que el sujeto
oriente su cabeza hacia los objetos a una distancia menor a 2 cm. Si el sujeto
muerde el objeto, no orienta su cabeza hacia este o solo pasa a su alrededor no

se considera que este explorando el objeto (Violante Soria, 2014).

Es importante sefialar que los analistas desconocieron en todo momento
la asociacion caracteristica entre cada par de objetos, es decir si cual era el
objeto familiar y cual el novedoso. Ademas cada analista evalud los videos de

manera independiente.

e) indice de reconocimiento
A partir de los registros de exploracion realizados durante el analisis de
los videos se obtuvo el indice de reconocimiento (IR) de cada objeto mediante la

siguiente ecuacion:

04 OB
" 0A+0B’ O0A+ OB

IR

donde OA es el total de tiempo de exploracion del objeto A en centésimas
de segundo, OB es el total de tiempo de exploracion del objeto B en centésimas
de segundo y OA+AB es el tiempo total de exploracion del OA mas el tiempo

total del tiempo de exploracion del OB.

Para obtener el IR de la memoria a largo plazo se reescribe la ecuacién

anterior como:

OF ON

IR = ;=
OF + ON' OF + ON

donde OF es el total de tiempo de exploracion del objeto familiar en

centésimas de segundo, ON es el total de tiempo de exploracién del objeto
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novedoso en centésimas de segundo y OF+ON es el tiempo total de exploracion
del OF mas el tiempo total del tiempo de exploraciéon del ON.

Cuando el IR se encuentra alrededor de 0.5 indica que no hay
preferencias por alguno de los objetos. Un indice mayor a 0.5 indica preferencia
por explorar algun objeto (Violante Soria, 2014). Se grafican dos barras en cada

fase de la tarea, una para expresar el indice de reconocimiento de cada objeto.

5.6. Laberinto acuatico de Morris.

La memoria espacial es el proceso mediante el cual los individuos
almacenan informacion referente a su ubicacion o la ubicacién de un objetos en
el espacio (Purves et al., 2008). En animales este tipo de memoria depende de
las asociaciones entre caracteristicas del ambiente y la formacion de una

representacion o mapa que permita al animal ubicarse (Vicens et al., 2003).

Una de las tareas conductuales mas utilizadas para evaluar la memoria
espacial en modelos animales es el MWM, en el cual los animales deben
encontrar una plataforma sumergida en una tina de agua mediante claves

espaciales (Morris, 2008).

Diferentes reportes indican que la integridad del hipocampo es esencial
para memorias que se valen de relaciones entre claves espaciales (von Bohlen
und Halbach et al., 2006; Broadbent et al., 2004; Bromley-Brits et al., 2011;
D’Hooge et al., 2001; Morris et al., 1982). Por ejemplo; ratas con lesiones en el
hipocampo presentan una inhabilidad para recordar la localizacién de la
plataforma (Broadbent et al., 2004).

a) Aparatos

Se uso de una tina circular de 110 cm de didmetro y 64.4 cm de alto, una
plataforma blanca de 13.2 x 13.2 cm. Se llené la tina con agua a 20°C hasta que
la plataforma quedd sumergida 1 cm y se agregoé pintura blanca hasta que ya no

fuera visible la plataforma. Al igual que en la tarea de ORM se colocé una clave
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visual para que el ratdon pudiera orientarse al estar dentro de la tina, esta clave
consistio en el experimentador sentado en el mismo punto durante todos los

ensayos y la memoria a largo plazo.

Entre sujeto y sujeto se removié el agua para que la pintura no se
asentara. Ademas se limpiaban los aserrines que quedaban flotando. Esto con el
fin de que no hubiera mas claves para el ratdn que las espaciales provistas por

el investigador.

b) Protocolo del Laberinto acuatico de Morris.

Al dia siguiente de que los sujetos realizan la memoria a largo plazo del
la tarea de OLM, entran al protocolo de entrenamiento del MWM, que consta de
4 dias de entrenamiento separados por 24 h cada uno y una prueba de memoria

a largo plazo (5 dias después de finalizado el cuarto dia de entrenamiento).

Cada dia de entrenamiento consta de 4 ensayos en los que se pone al
sujeto a nadar en la tina con agua y pintura blanca, desde diferentes posiciones
(1 a4). La finalidad es que el sujeto encuentre la plataforma sumergida. Se mide
el tiempo de latencia que tarda el sujeto en llegar desde cada posicién a la
plataforma; el tiempo no debe pasar de 60 s, si tras ese tiempo el ratén no ha
alcanzado la plataforma se le guia a ésta y se le deja explorar por 20 s (Figura.
10). Los 4 dias anteriores a la prueba de memoria de largo plazo el raton

permanece en su caja en el vivario y no entra a ninguna prueba conductual.

Durante la prueba de memoria a largo plazo se retir6 la plataforma de su
lugar y se dejo nadar al sujeto desde la posicidn mas lejana a la plataforma por
60 s.

Al igual que las pruebas de ORM y OLM, La prueba fue videograbada con
camaras digitales modelo VG-160/X-990/D-745 (Olympus, E.U.A) para su

posterior analisis.
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Entrenamiento| 4 dias MLP y sacrificio

Fig 10. Protocolo para Laberinto Acuatico de Morris (MWM). Se dan 4 dias de entrenamiento
en los que el ratén entra en diferentes posiciones al laberinto (sefialadas por los numeros en cuadros), y
desde las cuales debe aprender a localizar la plataforma. Una vez terminados los entrenamientos se dejan

pasar 4 dias, y al 5 dia se lleva a cabo la prueba de memoria a largo plazo (MLP) y el sacrificio del roedor.

c) Analisis de la prueba de memoria a largo plazo del Laberinto acuatico de
Morris.

Para el analisis de los videos obtenidos del MWM se dibujo el perimetro y
los cuadrantes de la tina en un acetato transparente. Ademas, se dibujo el lugar
donde estuvo situada la plataforma durante los ensayos, esto con la finalidad de
que fuera mas facil para el observador contar el numero de cruces (numero de
veces que el ratén cruza por donde estuvo la plataforma) y la latencia en llegar a
la plataforma. También se cuantifico el tiempo de permanencia en el cuadrante
donde estuvo la plataforma o blanco y el tiempo que permanecio en el cuadrante

opuesto.
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d) Velocidad de nado y distancia recorrida

Debido a que el tiempo en el que el ratén alcanza la plataforma se usa
como indicativo de aprendizaje, también se realizaron mediciones de velocidad
de nado y de distancia recorrida durante los 60 s que dura la evaluacién de

memoria a largo plazo con el fin de descartar alteraciones motoras.

Las mediciones se realizaron con el plug in TrackMate del software Image
J (NIH), en el que se calibraron los pixeles con respecto al tamafio de la tina en
la que se realizd el MWM. En este caso cada pixel corresponde a 1.4091
pixel/cm. Después, se definié el tamafo del ratdbn en cm (8 cm considerando
solo el cuerpo) y se realizé una seleccién de cambio en el umbral de la imagen
de video a blancos y negros para que el programa detecta a el raton en
movimiento. Después de esto, se definio el filtro de calidad para asegurar que el
programa siguiera en todo momento al raton y para acceder a la funcion de LAP
tracker en el cual el programa nos permitié definir y seleccionar un unico trazo

con el que se realizaron los calculos de velocidad media y la distancia.

Como el programa arroja la velocidad media en centimetros sobre
cuadros (cm/f) hay que multiplicar este valor por el numero de cuadros o frames
sobre segundo (f/s) que hay en el video. Dicha medida es indicada en el manual
de especificaciones de la camara, en el caso de la camaras empleadas en este
trabajo es de 18 f/s. La ecuacion mediante la que se hacen estos calculos se

represente en seguida.

Vm (%) = Vm <%> x18 (5)

Esta multiplicacion nos permite obtener la velocidad media en centimetros
sobre segundos (cm/s). Una vez obtenida la velocidad media en cm/s se
multiplica por el numero de segundos que hay en un minuto, es decir 60 s, y eso

nos da la distancia total recorrida por el raton en cm.

44



Las tareas antes indicadas se realizaron en el siguiente orden ORM-
OLM- MWM, esto en acorde con experimentos previos realizados en el
laboratorio donde se determin6 que dicho orden era mejor para el desarrollo de

estas tareas (Moreno-Castilla et al., 2014).

5.7. Sacrificio.

El sacrificio se realizdé al terminar la memoria a largo plazo del MWM
pasados los 16 dias de tratamiento. Se empleo una sobredosis de pentobarbital
sbédico de via i.p. La perfusion se realizé de manera intracardiaca con solucion
salina 0.9%, seguido de paraformaldehido (PFA) al 4% a pH: 7.4.

Tras esto, se extrajo el cerebro de los sujetos y se almacend en PFA 4%,
por 48 h. Para la etapa de criopreservacion, los cerebros se almacenaron en
sacarosa 30% a 4°C por 24h. Se realizaron cortes coronales de 50 um de todo el
cerebro y se recuperaron las rebanadas correspondientes al area de interés para

su posterior proceso mediante por inmunohistoquimica contra el BA.

5.8. Genotipificacion

Para asegurar que los ratones que se usaron en los experimentos eran
3xTg AD homocigotos, es decir que ambos alelos de un gen son idénticos, se
extrajo ADN genomico de la cola del ratén por el método de hot shot (Rudbeck
et al., 1998). Este método consiste en lisar 1 mm de cola del animal con una
solucidn alcalina (NaOH 25 mM, 0.2 mM EDTA disodio pH 12) con calor (95°C, 1

h) y neutralizarlo con una solucion acida (1 M Tris-HC pH 5).

Una vez que se extrajo el ADN de cada sujeto, se realizé un reaccion en
cadena de la polimerasa de punto final (PCR, por sus siglas en inglés), técnica
mediante la cual se puede amplificar una secuencia especifica de ADN. Para
esto se empled un kit marca QIAGEN (Hilden, Alemania) y los oligonucledétidos

sefialados en las tablas 2 y 3.
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5TAU REv 5TCCAAAGTTCACCTGATAGTZ

APP internal 5’ 5GCTTGCACCAGTTCTGGATGG3’

Thy 12.4 5GAGGTATTCAGTCATGTGCT3’

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la PCR de AAP/ Tau. Se muestra la secuencia de oligos,
tanto forward como reverse, empleados para la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifica

los segmentos de DNA que codifican para APP y Tau.

PS1k13 5’CACACGCACACTCTGACATGCACAGGCY

PS1k 15 5’AGGCAGGAAGATCACGTGTTCCAAGTACT’

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la PCR de PS1. Se muestra la secuencia de
oligonucledtidos empleados para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifica el segmento

de DNA que codifican para PS1 de humano.

Se realizaron protocolos independientes de PCR para APP/Tau y PS1,
debido a que PS1 requiere de mayor numero de ciclos y una digestion de 2h a
37°C con la enzima BSTII (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts) para
determinar si los animales eran silvestres, 3xTg AD homocigotos o
heterocigotos. Ver tabla 4 para el método usado para APP/Tau y tabla 5 para el

empleado para PS1.

APP/TAU Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 min

94°C 30s
Hibridacion 53°C 30s
Extension 72°C 1 min

Volver a paso 2 x24 veces
Extension final 72°C 3 min

Tabla 4. método empleado para la realizaciéon de la PCR de APP/Tau. En la tabla se muestra el

tiempo y la temperatura que las muestras pasaron en cada etapa del ciclo de la PCR.
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PS1 Tiempo

Desnaturalizacion 94°C 5min
94°C 40 s
Hibridacion 62°C 40 s
Extensién 72°C Tmin
Volver a paso 2 x40 veces
Extension final 72°C 3 min

Tabla 5. método empleado para la realizacion de la PCR de PS1. En la tabla se muestra el tiempo

y la temperatura que las muestras pasaron en cada etapa del ciclo de la PCR.

Una vez obtenidos los productos de la PCR, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio para determinar el genotipo de
los ratones (silvestre o 3xTg homocigoto o heterocigoto) a través de los
productos observados en el gel. Ademas se tomaron las fotos pertinentes
(Anexo 2).

silvestre pb 3xTg AD Hh pb 3xTg AD HH pb
APP/TAU |- 500-350 500-350
PS1 550 550, 300 Y 250 300 Y 250

Tabla 6. Productos esperados de la electroforesis de APP/tau y de PS1. Para APP/Tau se
observan dos bandas de 500 y de 350 pares de bases (pdb) respectivamente si los ratones son 3xTg AD.
En el caso de PS1, si el raton es WT se observa una banda de 550 pdb, si es heterocigoto (Hh) se
observan 3 bandas de 550, 300 y 250 pdb respectivamente y si es homocigoto (HH) se observan 2 bandas

de 300 y 250 pdb respectivamente.

5.9 Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se empledé la prueba de t de Student
independiente de dos colas para evaluar el la adquisicién, la memoria a largo
plazo y la exploracion total de las tareas de ORM y OLM. Las diferentes
variables analizadas para la memoria a largo plazo MWM (incluidas la velocidad
de nado y la distancia recorrida), asi como para la evaluacion de las pruebas de

estereologia de las 3 estructuras estudiadas. Ademas, se realizaron pruebas de
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ANOVA de una via y de medidas repetidas de dos vias con Post hoc Bonferroni
para el andlisis de los ensayos del MWM vy el peso de los ratones a lo largo del
tratamiento (ver Anexo 1). Se consider6 un valor de p<0.05 como
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el
programa GraphPad Prisma version 5.01. Todos los datos se presentan como la

media * error estandar.

6. Resultados
6.1 Acumulacién del Beta Amiloide.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la administracion subaguda de
catecol sobre la acumulacion de PBA intracelular en ratones 3xTg-AD con
patologia amiloide avanzada, se empled una dosis de 10 mg/kg, basados en que
la dosis convulsiva media de este farmaco es de 40.7 mg/kg (Angel et al., 1977).
Ademas, este farmaco suele generar pérdida de peso en animales, puede oxidar
la hemoglobina y los tratamientos orales prolongados incrementan el riesgo de
hiperplasias no cancerosas en esofago (Michatowicz et al., 2007). Debido a esto
se decidi6 monitorear el peso de los animales durante los 16 dias de
tratamiento. El tratamiento no generé cambios en el peso de los ratones durante
los 16 dias evaluados acorde a una ANOVA de medidas repetidas de 2 vias
(Anexo 1).

Los analisis estadisticos de la cuantificacion de células positivas a BA,
mediante la técnica de estereologia, sefalan que existe una disminucion
evidente de sefial positiva en la corteza (1s=4.543, p= 0.0019) (Figura 11), mas
no en la amigdala (ts=1.079, p= 0.3220) (Figura 12) ni en hipocampo posterior
(ts=1.119, p=0.2956) (Figura 13). Como se mencion6 en la introduccion, se
eligieron estas estructuras debido a su relevancia en la EA, pues suelen ser
areas que se ven afectadas por la deposicion del BA desde el inicio de la
patologia (Castellani et al., 2010; Mastrangelo et al., 2008), ademas de su
importancia para el desempefio de las tareas de ORM, OLM (Balderas et al.,
2008) y MWM (Naghdi et al., 2003).

48



40000 - Bl veh (5)
[ cat (5)
()]
<C
O & 30000+
, T ©
vehiculo g § «
§ g 20000- =
5 &
S ©
8 5
S35 10000
n? U
O-

catecol

Fig 11. Efecto de la administraciéon de vehiculo (veh) y catecol (cat) durante 16 dias en la corteza. A)
Fotos representativas post tratamiento. B) En la grafica se muestra el estimado poblacional de células
positivas a BA en la corteza para los grupos veh (n=5) y cat (n=5). t de Student independiente (ts=4.543, p=
0.0019).
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Fig 12. Efecto de la administracion de vehiculo (veh) y catecol (cat) durante 16 dias en la amigdala
(AMI). A) Fotos representativas post tratamiento. B) En la grafica se muestra el estimado poblacional de
células positivas a A en la AMI para los grupos veh (n=4) y cat (n=4) t de Student independiente (ts=1.079,
p= 0.3220).
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Fig 13. Efecto de la administracion de vehiculo (veh) y catecol (cat) durante 16 dias en
hipocampo posterior. A) Fotos representativas post tratamiento. B) En la grafica se muestra el estimado
poblacional de células positivas a BA en el hipocampo posterior para los grupos veh (n=5) y cat (n=5) t de
Student independiente (ts=1.119, p= 0.2956).

6.2 Pruebas de Reconocimiento de Objetos y Localizacion de Objetos
Los resultados obtenidos muestran que tras 4 dias de administracion i.p.

de catecol (10mg/kg) los ratones 3xTg AD se desempefian adecuadamente
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durante la adquisicion de la tarea de ORM, es decir, que exploran los objetos
presentados por igual (Figura 14 A) acorde a una t de Student independiente
(ts=0.8328; p= 0.4368). Lo mismo sucede con el grupo de ratones a los que se
les administré vehiculo (ts=0.9875; p=0.3523).
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Fig 14. Adquisicion (ADQ) y Prueba de memoria a largo plazo (MLP) de ORM (Object
Recognition Memory). A) ADQ de ORM. Se muestra el indice de reconocimiento (IR) de los objetos A y B
para el grupo vehiculo (veh) (n=5) y el grupo catecol (cat) (n=4). t de Student grupo vehiculo (ts=0.9875;
p=0.3523); t de Student grupo catecol (ts=0.8328; p= 0.4368). B) Prueba de MLP a las 24h de la ADQ. Se
muestra el indice de reconocimiento (IR) de los objetos familiar (F) y novedoso (N) para el grupo veh (n=5)
y el grupo cat (n=4) t de Student grupo vehiculo (ts=1.475; p= 0.1784); t de Student grupo catecol
(ts=0.6776; p=0.5233). C) Tiempo total de exploraciéon en milisegundos de ambos grupos durante la ADQ

(tz=0.2000; p=0.8472). D) Tiempo total de exploraciéon en milisegundos de ambos grupos durante la MLP
(tr=0.1773; p=0.8643).
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En la prueba de memoria a largo plazo 24 h después, (en el quinto dia de
administracion), ni los ratones administrados con catecol (1s=0.6776; p=0.5233)
ni los ratones administrados con vehiculo (1s=1.475; p= 0.1784), son capaces
diferenciar el objeto familiar del novedoso acorde a una t de Student
independiente. La Figura 14 B muestra las graficas de memora a largo plazo de

ORM para ambos grupos.

Durante la prueba de adquisicion de la tarea de OLM, sexto dia de
administracion, el grupo de ratones 3xTg AD administrados con catecol
reconoce ambos objetos, edificio (E) y robot (R), como familiares acorde a una t
de Student independiente (1s=0.8328, p= 0.4368). Lo mismo ocurre con los
ratones que fueron administrados con vehiculo (ts=0.9875, p=0.3523) (Figura 15
A). Sin embargo, en la prueba de memoria a largo plazo 24 h después (siendo el
séptimo dia de administracion), unicamente los sujetos a los que se les
administré catecol fueron capaces de identificar la localizacion novedosa como
sefala la prueba de t de Student independiente (ts=7.817, p=0.0002); no fue asi
en el caso de los ratones administrados con vehiculo (t&= 1.587, p= 0.1511)
(Figura 15 B). Cabe sefialar que los objetos E y R son el mismo par de objetos
empleados para cada sujeto durante la prueba de memoria a largo plazo de la
tarea de ORM.

Los tiempos de exploracion total de ambos grupos fueron
estadisticamente similares durante la adquisicién (t7=0.2000, p=0.8472) (Figura
14 B) y memoria a largo plazo (t7=0.1773, p=0.8643) de la tarea de ORM acorde
a una prueba t de Student independiente (Figura 14 D). Los mismo sucede para
las pruebas de adquisicién (t7=0.6105, p=0.5608) (Figura 15 C) y memoria a
largo plazo (7=0.3219, p=0.7569) de la tarea de OLM (Figura 15 D).
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Fig 15. Adquisicion (ADQ) y Prueba de memoria a largo plazo (MLP) de OLM (Object
Location Memory). A) ADQ de OLM. Se muestra el indice de reconocimiento (IR) de los objetos E y R
para el grupo vehiculo (veh) (n=5) y el grupo catecol (cat) (n=4). t de Student grupo vehiculo (ts=1.928; p=
0.0901); t de Student grupo catecol (t=0.2132; p= 0.8383). B) Prueba de MLP a las 24h de la ADQ. Se
muestra el indice de reconocimiento (IR) de los objetos con localizacién familiar (F) y localizaciéon novedosa
(N) para el grupo veh (n=5) y el grupo cat (n=4) t de Student grupo vehiculo (ts= 1.587; p= 0.1511); t de
Student grupo catecol (t=7.817; p= 0.0002).C) Tiempo total de exploraciéon en milisegundos de ambos
grupos durante la ADQ (t7=0.6105; p=0.5608). D) Tiempo total de exploracién en milisegundos de ambos
grupos durante la MLP (t7=0.3219; p= 0.7569).

6.3 Laberinto acuatico de Morris.

Los ensayos del WMM abarcaron desde el octavo al onceavo dia de
administraciéon. Se realizé un ANOVA de medidas repetidas de 2 vias, el cual
mostré que existe una disminucion en latencia al escape en los diferentes dias

de tratamiento (F327=9.269, p=0.0002). Sin embargo, no se observaron
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diferencias significativas entre los tratamientos (F1,27=0.6915, p=0.4272).
Posteriormente se realizé un ANOVA de una via el cual sefhala que la latencia a
la plataforma disminuyd entre el primer (E1) y cuarto dia (E4) de entrenamiento
en el grupo vehiculo (Fs,20= 4.639, p= 0.0128), mas no en el grupo catecol
(F3,20= 2.511, p= 0.3390) (Figura 16) .
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-0~ cat (5)
5404
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escape (s)
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T

Fig 16. Ensayos en el laberinto acuatico de Morris (MWM). Se muestra el promedio de la
latencia al escape en s de 4 ensayos por dia del grupo vehiculo (veh) (n=6) y el grupo catecol (cat) (n=5).
ANOVA de mediadas repetidas de dos vias por tratamiento F127= 0.6915, P= 0.4272; por tiempo F327=
9.269, P= 0.0002.

A los 5 dias del ultimo ensayo del WMM se realizé la prueba de memoria
a largo plazo de dicha tarea conductual, que coincide con el ultimo dia de
administracion, y tiene una duracion de 60 s. Las variables evaluadas fueron el
numero de cruces (Figura 17A), la latencia al primer cruce (Figura 17B), el
tiempo de permanencia en el cuadrante de la plataforma (Figura 17C) y el
tiempo en el cuadrante opuesto de la plataforma (Figura 17D). No se
encontraron diferencias significativas en el numero de cruces (ty =2.021,
p=0.0740) de acuerdo con una prueba t de Student independiente. Lo mismo
sucede para la latencia al primer cruce (tg =0.06031, p=0.9532), para el tiempo
de permanencia en el cuadrante blanco (tg =0.9779, p =0.3537) y para el tiempo

de permanencia en el cuadrante opuesto a la plataforma (tg =1.012, p = 0.3380).
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En la Figura 18 se muestran las graficas obtenidas mediante Image J
(NIH) de la velocidad de nado y distancia recorrida durante la prueba de
memoria a largo plazo del MWM. No se encontraron diferencias significativas
acorde a pruebas de t de Student independientes (velocidad de nado tg=1.575,
p= 0.1496 y distancia t9=1.187, p= 0.2657), lo que descarta problemas motores

preexistentes o generados por la administracion del farmaco.
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Fig 17. Resultados de diferentes mediciones del analisis del laberinto acuatico de Morris
(MWM). A) Numero de cruces obtenidos durante la prueba de memoria a largo plazo (MLP) del MWM
(to=2.021; p= 0.0740). B) La latencia al primer cruce durante la MLP del MWM (t,=0.06031; p= 0.9532). C)
Tiempo de permanencia en el cuadrante blanco durante la MLP del MWM (t,=0.9779; p= 0.3537). D)
Tiempo de permanencia en el cuadrante opuesto a la plataforma durante la MLP del MWM (te=1.012; p=
0.3380). Grupos vehiculo (veh) (n=6) y catecol (cat) (n=5).

55



A B B veh (6)

30+ 2000+ I:l cat (5)
e
b
15004
204
<
£ € 10004
104
5004
0- 04

Fig 18. Velocidad de nado y distancia recorrida durante la prueba de memoria del laberinto acuatico
de Morris (MWM). veh (n=6) y cat (n=5). A) velocidad de nado en cm/s. t de Student (ty=1.575, p= 0.1496).
B) distancia recorrida en cm. t de Student (t9=1.187, p= 0.2657)
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7. Discusion

7.1 Disminucion de senal positiva a Beta Amiloide en cerebro de raton
3xTg AD de 12 meses tras administracion subaguda de catecol

Los resultados muestran que existe una disminucién de la sefal positiva
al BA tras la administracién via i.p. de una dosis diaria por 16 dias de catecol 10
mg/kg en la corteza de los sujetos, mas no en hipocampo y amigdala (Figuras
11-13). Esto concuerda con experimentos in vitro de incubacion de PBA en
condiciones fisiolégicas que indican que el catecol, o moléculas con un grupo
catecol, disminuyen la fibrilacién del A (Huong et al., 2010; Li et al., 2004; Ono
et al., 2006; Sato et al., 2013).

Los datos obtenidos son relevantes debido a que refuerzan las evidencias
de que es el grupo catecol, presente en las catecolaminas, el que interactua con
el péptido BA promoviendo su disgregacion y a la vez impidiendo su agregacion.
Aunque no se observo un efecto en el hipocampo y en la amigdala, puede ser
que la dosis o los dias de administracion no fueran suficientes para observar un
decremento significativo en estas estructuras. Sin embrago, dosis mayores
podrian ser peligrosas pues la dosis convulsiva evocada por ruidos fuertes es de
31.2 mg/kg (Angel et al., 1977) y las administraciones prolongadas pueden

generar hiperplasias (Kogevinas, 2000).

Esta tesis no descarta que existan otros mecanismos mediante los cuales
las catecolaminas disgregan el péptido A, como ejemplo Himeno et al, 2011,
proponen que la disminucién de la acumulacion del A tras un tratamiento con
un agonista dopaminérgico probablemente se deba a que estos farmacos
promueven la actividad de los receptores dopaminérgicos. Esto a su vez,
desencadena cascadas de eventos que derivan en el aumento de la actividad de
enzimas degradadoras de BA. Por lo que, farmacos que promueven &éptimos
niveles de DA pueden resultar en tratamientos que no solo alivien los sintomas

de la EA, sino también detengan su progreso.
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Aunque los alcances de este trabajo no permiten identificar como es que
el grupo catecol interactua con el BA, este aspecto esta siendo explorado por
diferentes grupos de investigacion a nivel mundial, por las implicaciones que
dicha interaccion puede tener en el desarrollo de farmacos contra la EA (Bu et
al., 2015; Sato et al., 2013). Hasta ahora se propone que la interaccion del grupo
catecol con el BA sea a través de la formacién de una o-quinona, producto de
oxidacion del catecol, con los residuos de lisina presentes en el péptido (Sato et
al., 2013). Los residuos 16-28 presentes en la estructura del fA42, tienen un
papel importante en la oligomerizacién de dicho péptido. De estos residuos el 16
y el 28 son lisinas, por lo que al formarse un aducto o-quinona-pA se disminuiria

el plegamiento del A impidiendo asi su agregacion (Sato et al., 2013).

7.2. Efecto de la administracion de catecol sobre memoria de
reconocimiento de objetos

Los sistemas catecolaminérgicos, que como se menciond anteriormente
presentan alteraciones notorias en la EA, participan durante el proceso de
aprendizaje. Entre éstos, el sistema dopaminérgico es particularmente
importante para la adquisicion y almacenamiento de la informacion aprendida
(Guzman-Ramos et al., 2010; de Lima et al., 2011).

El protocolo empleado para la evaluacion de ORM muestra que los
ratones 3xTg AD tratados con catecol no son capaces de reconocer el objeto
familiar del novedoso, comportandose asi igual que los ratones administrados
con vehiculo. Esto concuerda con que este modelo transgénico tiene problemas
en el desempeno de la tarea de ORM a partir de los 10 meses de edad, debido a
que presentan una deficiencia en la liberacién de DA, que disminuye al ser

administrados con nomifensina (Guzman-Ramos et al., 2012).

Aunque los ratones 3xTg AD tratados con catecol pudieron haber
presentado una disminucién en la cantidad del BA en la corteza cerebral a los 4

dias de iniciado el tratamiento, al tener un déficit en la liberacién de DA durante
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la fase de adquisicion de la tarea de ORM, no fueron capaces de desempefiarse
adecuadamente. Existen reportes que indican que el catecol no tiene efecto
sobre la concentracion cerebral de DA y NE (Angel et al., 1977). El tratamiento
de ratones transgénicos para la EA con farmacos que restablecen los niveles de
DA, como la nomifensina (Guzman-Ramos et al., 2012) o L-DOPA (Ambrée et
al., 2009; Moreno-Castilla et al., 2014) atenua los déficits cognitivos presentes

en estos animales.

Por otra parte, la prueba de memoria a largo plazo de la tarea de OLM
senala que los ratones tratados con catecol son capaces de detectar el cambio
en posicion de un objeto dentro de un contexto, mientras que los sujetos
administrados con vehiculos no. Aunque encontramos que el hipocampo no
muestra una disminucién significativa del péptido BA, las regiones corticales
cuantificadas para este trabajo si. Por lo que el buen desempefio de los sujetos
en esta conducta puede deberse a que regiones cerebrales como la corteza
cingulada (CC) parecen estar implicadas en esta tarea, puesto que cuando se
lesiona la CC y otras regiones de la corteza prefrontal se reporta un mal
desempefio en la tarea de OLM, no asi en la de ORM (Ennaceur, et al., 1997;
Zhou et al., 2015).

Sin embargo la participacion de la corteza prefrontal en la tarea de OLM
se mantiene en controversia debido a reportes que indican que esta region no
esta implicada en el procesamiento del componente contextual de la memoria de
reconocimiento como tal, sino en la asociacién del objeto con el contexto y el
lugar que ocupa dentro de éste. Lesiones a la corteza prefrontal medial han
resultado en un mal desempefio en tareas como la memoria de objetos en
lugares, en la cual el componente de familiaridad y el componente contextual
juegan un papel importante; mas no en la tarea de OLM que solo evalua el
componente contextual (Barker et al., 2007). Aunque cabe sefalar, que

protocolos conductuales que integran diferentes componentes de la memoria de
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reconocimiento indican que esta corteza es importante para la identificacion del

componente contextual (DeVito et al., 2010).

Aunque el desempefio en tareas de memoria espacial tipicamente se ha
adjudicado al hipocampo, este tipo de memorias también dependen de la
integridad de los circuitos como el que va del hipocampo al tadlamo anterior o el
que va del cingulo a la corteza entorinal. Cuando estos circuitos son lesionados
se observa un desempefo pobre en tareas de caracter espacial (Ennaceur et al.,
1997; Neave et al., 1996).

A estas evidencias se suman las alteraciones sinapticas presentes en la
EA y en modelos transgénicos como los ratones 3xTg AD (Chakroborty et al.,
2012; Chapman et al., 1999; Peng et al., 2012; Selkoe, 2002). Dichas
alteraciones suelen estar enmascaradas por mecanismos compensatorios que
tratan de restablecer la homeostasis, pero que a largo plazo terminan por
comprometer la funciéon neuronal. Uno de estos reportes sefala que este modelo
presenta desregulaciones en la homedstasis del metabolismo del calcio, la cual
en un estado prepatolégico (antes de la acumulacién del BA en placas o tau
hiperfosforilada en marafias neurofibrilares) es compensada con éxito
(Chakroborty et al., 2012). Sin embargo, como se menciond en la introduccién,
también existe evidencia de que los oligdmeros del BA afectan la transmision y
plasticidad sinaptica de manera importante (Selkoe, 2002; Shankar et al., 2007).
Por lo que es posible que los ratones 3xTg AD de 12 meses, presenten
alteraciones sinapticas que se ven agravadas por la acumulacién de pA. Asi el
tratamiento con catecol, al disminuir el A en la corteza, puede haber mejorado
la comunicacion sinaptica permitiendo que los animales identificaran al objeto en
una localizacidon novedosa. Esto apoyado en datos que reportan una mejora
cognitiva tras un tratamiento con el farmaco bexaroteno, que al incrementar la
expresion de apoE, facilita la correcta degradacion de placas del BA vy
probablemente promueve una mejora en la comunicacion sinaptica en el modelo
transgénico APPswe/PS1 (Cramer et al., 2012).
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7.3. Efecto de la administracion de catecol sobre la tarea de Laberinto
acuatico de Morris

Existen numerosas evidencias que sefialan que la integridad del
hipocampo es necesaria para el correcto desempeno de la tareas de memoria
espacial, como lo es el MWM. Aunque no es la unica estructura implicada en la
resolucion de la tarea, parece tener un papel extremadamente relevante dado
que las lesiones en esta estructura cerebral impiden a diferentes grupos de
animales un buen desempefio en ésta tarea (von Bohlen und Halbach et al.,
2006; Cho et al., 1998; Morris et al., 1982).

En el caso del modelo transgénico empleado en este trabajo, se sabe que
el desarrollo de esta tarea se encuentra alterada desde los 4 meses de edad en
ratones homocigotos, presentandose como un déficit de retencion de la
informacion aprendida, mas que una inhabilidad para aprender. Estos déficits de
retencion de la informacién aprendida coinciden con la acumulacion del BA

intracelular (Billings et al., 2005).

Durante los 4 dias de entrenamiento de la tarea de MWM lo ratones en
ambos grupos se comportaron de la misma manera, tendiendo a encontrar cada
vez mas rapido la plataforma oculta en uno de los cuadrantes como se muestra
la Figura 16. Tras cuatro dias de descanso, se llevo acabo la prueba de memoria
a largo plazo, en la cual no se observan diferencias significativas entre grupos.
Estos resultados concuerdan con el hecho de que tanto los ratones tratados con
catecol como los tratados vehiculo, presentan una deposicién importante del A

intracelular después de 16 dias de tratamiento en el hipocampo (Figura 12).

Aunque existe evidencia de que la CC anterior participa en el desempeio
de la tarea de MWM, y en este trabajo encontramos una disminucion del BA en
la corteza cerebral en los ratones tratados con catecol, la participacion de la CC

anterior en el desempefio de esta tarea parece restringirse unicamente a la
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evaluacion de esta de manera remota. Es decir, que la CC anterior participa en
memorias de caracter espacial que se formaron en un pasado distante y que se
encuentran asociadas a circuitos entre esta estructura y el hipocampo (Wartman
et al., 2013). Con el tiempo estas memorias se vuelven menos dependientes del
hipocampo y mas dependientes de la CC (Squire et al., 2007). Como ejemplo de
esto, se ha visto que la inactivacion de la CC anterior en ratas con un agonista
de los receptores GABAA impide a estos animales recordar la ubicacion de la
plataforma durante una prueba de memoria a largo plazo realizada 37 dias
después de terminado el entrenamiento, mas no asi cuando la prueba es
realizada 8 dias después del termino de dicho entrenamiento (Wartman et al.,
2014). Ademas el mismo grupo de investigacion reporta que existe un
incremento significativo en la expresion de c-Fos, un marcador de actividad
neuronal, en la CC anterior cuando la evaluacion de memoria a largo plazo del
MWM se realiza de manera remota, mas no cuando se realiza de manera
reciente (Wartman et al., 2013).

Asi bien, el desempefio en esta tarea de los ratones 3xTg AD
administrados con catecol y vehiculo, parece estar acorde con la literatura, ya
que aunque se encontré una disminucién en la acumulacion del BA en la CC, el
hipocampo no presenta disminucién significativa del péptido, por lo cual
probablemente no hubo una la retencion adecuada de la informacion aprendida

durante los dias de entrenamiento del MWM.
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8. Conclusiones

Los experimentos realizados en esta tesis, permiten concluir que el grupo
catecol es capaz de disminuir la acumulacion del BA intracelular en la corteza
cerebral de un modelo transgénico para la EA que presenta patologia avanzada,
lo que se relaciona con una mejora en el desempefio cognitivo de los ratones

tratados con catecol en la tarea de OLM.

9. Perspectivas

Con base en los datos obtenidos durante la realizacion de esta tesis,
seria interesante evaluar la acumulacién de PBA en las cortezas perirrinal e
insular después del tratamiento con catecol, esto debido a la importancia que
tienen estas estructuras en la tarea de ORM (Balderas et al., 2008; Guzman-
Ramos et al., 2012). También seria interesante evaluar la memoria a largo pazo
de la tarea de MWM a las 24 h y de manera remota, para tener un protocolo
semejante al de otros autores que han trabajado con el 3xTg AD (Billings et al.,
2005).

Este trabajo contribuye a la busqueda de nuevos y mejores tratamientos
para la EA, pues aunque el catecol es un compuesto considerado toxico y que
puede generar convulsiones en dosis medias (Angel et al., 1977; Kogevinas,
2000), los resultados aqui expuestos apuntan a que el disefio de moléculas que
tengan como base la estructura del catecol y sean no presenten toxicidad

pueden resultar en buenos tratamientos contra la EA.

Los tratamientos que permiten mantener una funcion normal de las
catecolaminas en el cerebro, pueden ayudar que la patologia de la EA se vea
mermada. Ademas de restablecer funciones cognitivas y de memoria, como lo
demuestran los tratamientos con apomorfina, L-DOPA (Himeno et al., 2011;
Moreno-Castilla et al., 2014) y este trabajo. La disminucién en la acumulacién

del BA y el mejoramiento conductual generado por la restauracion de la funcion
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de los sistemas catecolaminérgicos representan una opcion interesante a

explorar para generar nuevos tratamientos para la EA.
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11. Anexos

Anexo 1

Efecto de la administracion de catecol sobre el peso de los ratones a lo

largo del tratamiento
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Fig 19 Peso de los ratones por dia a lo largo del tratamiento. Se muestra el promedio del peso

normalizado por dia del grupo vehiculo (veh) (n=6) y el grupo catecol (cat) (n=5). ANOVA de dos vias por
tratamiento F1,150= 0.8466, P= 0.3792; por tiempo F15,150= 2.909, P= 0.0005.

Se realiz6 un ANOVA de dos vias considerando al tratamiento y al tiempo
como factores para determinar si la administracion de catecol (10mg/kg) diaria
tenia un efecto sobre el peso de los sujetos experimentales. No se encontrd
ninguna diferencia significativa con respecto al tratamiento, pero si respecto al
los diferentes dias de tratamiento (tratamiento F4 150= 0.8466, P= 0.3792; tiempo
F15150= 2.909, P= 0.0005). La diferencia de peso de los ratones con respecto al

tiempo puede ser debido al estrés provocado por la administracion.
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Anexo 2

Genotipificacion
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Fig 20 Gel de agarosa 2% de APP/tau. Se muestran las bandas de 500 y 530 pb del producto de
PCR de APP/tau. El carril 1 es agua, los carriles 2-6, 9-15 contienen DNA de ratones 3xTg AD y los carriles
7 y 8 ratones Wi.

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Fig 19 Gel de agarosa 2% de PS1. Se muestran las bandas de 550 pb en el caso de los ratones
WT, carriles 2, 4 y 9; y las bandas de 300 y 250 pb en el caso de los ratones 3xTg AD tras la digestion del
producto de PCR de PS1, carriles 3, 5-8, 10-12. El carril 1 fue agua.
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