AL Ui
SINA Sif 0
Nanl ‘3-‘?"\; o /;.ﬁ‘;u

Do 5 ey
\9’(’\“3% ?Z’/)"V'U

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LEVODOPA
SOBRE LA NEUROPATOLOGIA Y DESEMPENO
COGNITIVO DE UN MODELO TRANSGENICO PARA
LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:
BIOLOGA

P R E S E N T A:

MARIA FERNANDA LOPEZ GUTIERREZ

DIRECTORA DE TESIS:
Q.F.B. PERLA DEL Rocio MORENO CASTILLA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CIUDAD DE MEXICO

2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Datos del alumno

Lopez

Gutiérrez

Maria Fernanda

5558081773

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

305786607

2. Datos del tutor
QFB

Perla del Rocio
Moreno

Castilla

3. Datos del sinodal 1
Dra

Ana Brigida Clorinda
Arias Alvarez

4. Datos del sinodal 2
Dra

Gohar

Gevorgyan

5. Datos del sinodal 3
Dra

Martha Lilia

Escobar Rodriguez

6. Datos del sinodal 4
Dr

Francisco Xavier
Sotres

Bayon

7. Datos del trabajo escrito

Efecto de la administracién de levodopa sobre la neuropatologia y desempefio cognitivo de un modelo
transgénico para la enfermedad de Alzheimer

82p

2016






Este trabajo se realizo en el laboratorio de Neurobiologia del aprendizaje y la memoria, de
la Divisién de Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México. Apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACyT) CB 250870, y por el Programa de Apoyos a Proyectos de Investigacién e
Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT-UNAM) IN209413 y IN208616.



Agradecimientos

Quiero agradecerle al Dr. Federico Bermtudez por haberme abierto las puertas a su
laboratorio y permitirme formar parte de su equipo como Ayudante de Investigador del
Sistema Nacional de Investigadores (SNI) nivel III.

Le doy gracias a Perla Moreno, mi tutora y directora de tesis, por introducirme al mundo de
la investigacion cientifica, por su amigable guia y apoyo constante de principio a fin. A las
técnicas académicas Dra. Israela Balderas y Dra. Leticia Ramirez por sus clases y apoyo
durante el tiempo en que se realizo el proyecto.

A los sinodales, la Dra. Clorinda Arias, la Dra. Gohar Gevorgyan, la Dra. Martha Escobar, y el
Dr. Francisco Sotres, por su sabia revision y valiosa aportacion al trabajo.

A la Dra. Claudia Rivera y al personal del vivarium, al Dr. Fernando Garcia y al equipo de
microscopia, la Dra. Laura Ongay y a las personas en Biologia Molecular, y a Ana Maria
Escalante y el equipo de Coémputo, por la ayuda técnica y facilitaciéon de sus instalaciones en
el Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Gracias a Gerardo Ramirez, Elvi Gil, Daniel Avila, Alejandro Barcenas, Maria Romero, David
Vallejo, Gianfranco Chavez, Lucia Landa, Anali Diaz, y Rodrigo Pérez, por su amistad y por
las buenas memorias que formamos en el laboratorio BL-201.

A mis amigos de toda la vida y a mi familia, porque siempre he podido contar con su apoyo y
sin ellos este trabajo no hubiera sido posible.



Abreviaturas

BA
APP
CAl
CA3
Cl
COMT
DAB
EA
GABA
IE

LTD
LTP
MAO-B
MAPT
MLP
MWM
OLM
ORM
PHFs
PSEN1
TH
TTE

Beta amiloide

Proteina precursora amiloide (Amyloid Precursor Protein)
Cuerno de Amén 1

Cuerno de Amoén 3

Corteza insular

Catecol-O-metiltransferasa.

Diaminobencidina

Enfermedad de Alzheimer

Acido y-aminobutirico

Indice de exploracién

Depresion a largo plazo (Long-Term Depression)
Potenciacion a largo plazo (Long Term Potentiation)
Monoamino-oxidasa B

Proteina tau asociada a microtubulo (Microtubule Associated Protein Tau)
Memoria de largo plazo

Laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze)

Memoria de ubicacion de objetos (Object Location Memory)
Memoria de reconocimiento de objetos (Object Recognition Memory)
Filamentos helicoidales pareados de p-tau hiperfosforilada
Presenilina 1

Tirosina hidroxilasa

Tiempo total de exploracién



Contenido

1.2

1.3

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

9Y 4 goTo [F ] o] o PSP 3
Enfermedad de AlZNEIMET ...... ...t e e e e e e e as 3
Caracteristicas clinicas de la enfermedad de AlZNEIMEr ..........cooiiiiiiiiiiic e 3
El aprendizaje y 1a memoria €N 18 EA ......ee e 4
Caracteristicas NiStOPAtOIOGICAS ... ..civriieiiiii ittt 5
Bases genéticas del AlZNEIMET ........ooiiiii e 10
Tratamientos para la Enfermedad de AlZNeIMEr ..........uuuuciiiieiiiiee i 11
TratamientOSs SINTOMATICOS ....eieiiiiiiie ettt e e ettt e e et e e e e e e snaereaaeaa 12
Tratamientos e PrOgrESION ........iciiiiiiiiie ettt 12
Modelos animales para la Enfermedad de AlZheimer ... 13
MOAEIOS TrANSGENICOS ...ttt ettt ettt ettt 13
g 2= Yo=Y L= o =S 15
Alteraciones sinapticas y neuroquimicas en la EA.........cccoeiiieeeiciieeccee et 15
La enfermedad de Alzheimer y el sistema dopaminérgiCo ..........ccceeereerieeneerieeeneeeeeeaen 16
La funcién dopaminérgica se encuentra alterada enla EA ..o 16
El sistema dopaminérgico tiene relevancia en procesos COgGNItIVOS.......cuvverieeriiiiireeiiiiiiee e 17
La neuropatologia en modelos animales altera la actividad dopaminérgica...........ccceevvviiieeeiiiinne.n. 17
Planteamiento del Problema.........occu i s e e e e e e 22
[ [T oYeY (== = SRR SRR 23
ODBjJELIVO GENEIAL ... e e e e e e e s e e s e anr e e e e e aans 23
ODbjetivOs PartiCUIAIES.......cooiii it e e e e e e e e e eeeeeeas 23
DiSER0 eXPEriMENTAL... .. oo e et e e 23
1Y/ =3 CoTo Lo] LoTe [ £=T=) d oY= 10 01T o - | 25
ST 1=1 (o 1= PSR SP 25
RALON BXTGAD ...ttt et 25
AdMINistracion de LEVOUOPA .......c.eeeiiiieiiiieciiieeeciee ettt e ettt e et e e ete e e e e e sare e e ebeeesreeseneeeens 26
ANAlISiS A€ NEUIOIFANSIMISOIES ......ueieiiiieeiiiiecitieeecteeeette e esre e e st e e ete e e sseeesabeessbeeesreesesneens 27
Implantacion de canula para MICTOIANISIS ... ..c.iiuuriiiee ettt 27
Microdialisis en lIre MOVIMIENTO ........eiiiiiiiiie et 28
DerivatiZaACION QUIMICEA. ....eet ittt ettt e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e entb et e e e e e naneeeaas 30
Electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por laser (EC-FIL).......cccccceiiiiiiiiieeiiiinnnen. 30
Memoria de Reconocimiento de Objetos (ORM) .....cooiiiiiiiiiiiieieeee e 31
EQUIDO Y ODJETOS ..ttt e e e 32
ProtoColo CONAUCTUAL ..ottt e et e e e et e e e e e aaeeee s 32
Memoria de localizacion de objetos (OLM)........cocicueieeiiieciiee et 34
ProtoColo CONAUCTUAL ..ottt e et e e e et e e e e e aaeeee s 34
Laberinto acuatico de Morris (MWIM) ........ccueiiiiiii e cieee e eeeee e e e 35
Equipo 36
Entrenamiento ¥ ProtOCOI0 ... 36
O7U =T d1Ter=Telle] o[ e L= I C VA PSP 37
Sacrificio y andlisis de tejidO CErebIral....... ..o 37
INMUNOTIUOIESCTENCIA ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e et r e e e 38
INMUNONISTOQUIMICA A8 DAB ...ttt e e as 38
ProcesamientO 0 iMAGENES .......vvvii it 39
(Gl aleyi]o]1ilor=Ter o) o USRS 40
ANALISIS ESTAAISTICO ... uvieiiiiee et et e et e e ere e e e e e e b e e e eb e e e ere e e enaeeans 40

Vi



5.2

5.3

5.4

6.1

6.2
6.3
6.4

LT U] 1 7= T Lo L=

Efecto del tratamiento con levodopa en los niveles de dopamina en ClI

durante [a prueba de ORM ...t e e e e e e e e e

Efecto del tratamiento con levodopa sobre la memoria de reconocimiento

€N €l MOAEIO SXTG-AD ...ttt e et e et e et e ittt eeee s e s s e e e e e e e aeaeaaaaaaaaeeaeeeenenes

Efecto del tratamiento con levodopa en la ejecucién conductual

de la memoria espacial en el ratdn 3XTG-AD ......cceeeivieeeiiee et
Memoria de ubicacion de ObJEtOS (OLM) ... ...eiiiiiiiiiiiie et
Laberinto acuatico de MOrris (MWWM) ......coiiiieiiiei et

Efecto del tratamiento con levodopa sobre la acumulacion del BA.........ccccoeeeeecciieeeeennee.

I 1= o U] T o
Efecto de la administracién levodopa sobre los niveles de dopamina

y la memoria de reCONOCIMIENTO ... ... e e e e e e e e e e e e eeeeees
El tratamiento con levodopa en la memoria espacial .........cccuuceeiiiiiiiiiiiiiieeiiiee e
El tratamiento con levodopa sobre la acumulacién de BA en el raton 3xTg-AD ................
LR =T =] o Y=Y o 11 7= 1 PRSP

(070 g Lo U =3 =1

RSy (=Y =] 0 10 = = J

Vi



Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo cuya principal
caracteristica es la pérdida progresiva de la memoria y de varias funciones cognitivas. Su
sintomatologia clinica se asocia a la acumulacién del péptido beta amiloide (BA) y a la
acumulacion de marafias neurofibrilares de proteina tau hiperfosforilada en tejido cerebral.
Diversos estudios han encontrado que estos marcadores histopatolégicos alteran el
funcionamiento neuronal. Se ha reportado que en la EA se producen alteraciones en la
neurotransmision colinérgica y glutamatérgica del cerebro que repercuten en el aprendizaje
y formaciéon de memorias. Si bien se han desarrollado tratamientos para compensar la
disfuncion de estos sistemas de neurotransmision, no han sido suficientes para aminorar los
sintomas y progresion de la enfermedad, por lo que resulta necesario investigar otros
blancos terapéuticos. La relacidon entre la EA y el sistema dopaminérgico ha sido poco
explorada, y se ha encontrado que este sistema, que es modulador de procesos de
aprendizaje y memoria, esta alterado tanto en pacientes como en modelos experimentales
para la EA. Dado lo anterior, resulta necesario investigar la relacion de este sistema con la
EA, lo cual permitird el desarrollo de alternativas terapéuticas que aminoren los sintomas
cognitivos y progresion de este padecimiento.

El presente trabajo investiga el efecto del tratamiento sub-agudo con levodopa sobre el
desempefio cognitivo y la acumulacién de B-amiloide en el modelo 3xTg-AD. Hallamos que
el tratamiento con levodopa incremento los niveles de dopamina y restauré la memoria de
reconocimiento del ratén 3xTg-AD. También se observd una disminucion de la acumulacién
del BA intraneuronal en hipocampo y la corteza insular, regiones cerebrales relevantes en
los procesos de memoria. Los resultados que se obtuvieron apoyan la relevancia del sistema
dopaminérgico como un factor participante en el desarrollo de la patologia de la EA y
develan su potencial terapéutico para el tratamiento de la EA.






1 Introduccion

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un padecimiento neurodegenerativo cuya principal
caracteristica es la pérdida progresiva de la memoria y de varias funciones cognitivas en los
pacientes que la padecen. Actualmente es considerada como la forma mas comun de
demencia en adultos mayores, y conforme la poblacién alrededor del mundo envejece, esta
enfermedad destaca como un problema para la salud publica (Tom et al., 2015). A pesar
que la enfermedad se describié por primera vez en 1906 por Alois Alzheimer, no existe una
cura o tratamiento efectivo, dado que no se conoce su etiologia y es un padecimiento
complejo cuyas causas y procesos patologicos se han ido develando con los afios de
investigacion.

Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Alzheimer

La EA se puede definir como una enfermedad cronica que comienza con un proceso
fisiopatolédgico subclinico, el cual se manifiesta con alteraciones en la memoria y es seguido
de un declive cognitivo cuyo transcurso puede variar de un afio a dos décadas. Este declive
llega al grado en que los pacientes requieren ayuda constante en la realizacién de
actividades cotidianas y culmina en la demencia, considerada la etapa final de este
padecimiento (Sisodia y Tanzi, 2007). El estudio del progreso de los problemas cognitivos
en los pacientes, asi como el analisis del cerebro por tomografias por emision de positrones
(PET), se han utilizado como un medio de diagndstico para la EA con un valor predictivo
confiable (Kantarci, 2014; Sisodia y Tanzi, 2007). No obstante, el diagnostico definitivo de
la enfermedad es a través de un andlisis post mortem de los marcadores histopatolégicos en
tejido cerebral, que son la acumulacién de dos proteinas: el péptido beta amiloide (BA) y la
proteina tau hiperfosforilada (Wurtman, 2015). Los pacientes generalmente mueren por
complicaciones relacionadas con la EA que los hace susceptibles a contraer infecciones.
Frecuentemente, la eventual dificultad que tienen para deglutir propicia el desarrollo de
neumonia, una causa de muerte comun en personas con demencia (Chouinard, 2000; Foley
et al., 2015).
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El aprendizaje y la memoria en la EA

La incapacidad que tienen los pacientes de recordar adecuadamente tiene efectos
devastadores en su calidad de vida y en la de las personas que los rodean. Estos problemas
cognitivos estdn relacionados principalmente con el procesamiento de la memoria (Sperling
et al., 2010). La memoria, que se ha definido como la adquisicién, almacenamiento y
recuperacion de informacién, engloba todos los cambios conductuales que se basan en
experiencias previas (Reilly, M. Kim, 2013).

La presentacién de comportamientos complejos y el almacenamiento de memorias
dependen de las sinapsis, que son la unidad funcional del cerebro: establecen la
comunicacion neuronal y constituyen los circuitos neuronales por los cuales hay flujo de
informacion (Mayford, Siegelbaum, y Kandel, 2012). Los circuitos cerebrales que procesan
la memoria dependen principalmente del sistema del 16bulo temporal medial. Este sistema
comprende de estructuras como el hipocampo, la amigdala, y las cortezas parahipocampal,
entorrinal y perirrinal (Squire y Zola-Morgan, 1991). Desde el siglo pasado se habia
propuesto que el mecanismo que utiliza el cerebro para almacenar grandes cantidades de
informacion yace en modificaciones entre conexiones sindpticas (Whitlock et al., 2006).
Hace mas de 40 afios, en el hipocampo de conejo se descubrié el fendmeno conocido como
LTP (Long Term Potentiation: potenciacién a largo plazo) (Bliss y Lomo, 1973). La LTP es
producto de una estimulacién sinaptica de alta frecuencia que resulta en un fortalecimiento
o facilitacion de la comunicacion neuronal a largo plazo. Por el contrario, una estimulacion
sindptica de baja frecuencia resulta en un debilitamiento de la sinapsis a largo plazo, siendo
este fendmeno llamado LTD (Lisman, 2007). En humanos se han utilizado técnicas no
invasivas para la deteccion de fendmenos tipo LTP/LTD que se han asociado a mecanismos
plasticos (Forsyth et al., 2015; Thickbroom, 2007). Se ha demostrado que tanto LTP como
LTD son procesos asociados con el aprendizaje y la memoria en ratones (Rodrigues et al.,
2004; Whitlock et al., 2006). La estimulacién eléctrica, asi como eventos de aprendizaje,
evocan LTP que induce una rapida transcripcion transitoria de genes tempranos inmediatos.
La expresiéon de estos genes activan cascadas moleculares que se encargan de la
consolidacion de la memoria (Laeremans et al., 2015). Es asi como se ha encontrado que es
posible la manipulacién de memorias en ratones a través de la induccién artificial de LTP y
LTD (Sadegh Nabavi et al., 2014).

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 4
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Figura 1.1 Regiones del cerebro humano. Representacion de regiones relevantes para el
procesamiento de la memoria.

El conocimiento sobre la fisiologia de la sinapsis y la plasticidad sindptica ha conducido a
trabajos que estudian estos mismos procesos en condiciones sujetas a patologias tipo EA. En
pacientes con la EA, se ha observado que la pérdida de marcadores sindpticos es un
parametro predictivo que correlaciona con los sintomas clinicos y progresion de la
enfermedad (Dickson et al., 1995; Sze et al., 1997), y se ha reportado que la plasticidad
cortical tipo LTP se encuentra severamente afectada (Koch et al.,, 2011). Uno de los
primeros sintomas observados en la FA es la pérdida de memoria episédica a corto plazo,
asociada a problemas con orientacién espacial y atenciéon (Snowden etal., 2011). La
memoria episddica es la capacidad de recordar experiencias previas (Tulving, 2002), y se
procesa principalmente en el hipocampo. Otro tipo de memoria alterada en etapas
tempranas es la memoria de reconocimiento (ORM por sus siglas en inglés), que es la
capacidad de identificar un elemento como previamente encontrado (Clark y Martin, 2005)
y se codifica en la corteza perirrinal y otras regiones del 16bulo temporal (Haase et al.,
2013).

El papel central que tiene la disfunciéon cognitiva en los pacientes con la EA ha generado
muchas preguntas respecto a cudles son los mecanismos patoldgicos que estan alterando el
funcionamiento neuronal adecuado. Los marcadores neuropatolégicos que se han
encontrado en los cerebros de los pacientes han demostrado ser un factor importante en el
desarrollo de las alteraciones cognitivas (D. Selkoe, 2002; Shankar et al., 2008).

Caracteristicas histopatologicas

La neuropatologia clasica de la Enfermedad de Alzheimer consiste en la acumulacion de la
proteina beta amiloide (BA), un péptido de 40-42 residuos, y la fosforilacién de la proteina
asociadas a microtubulos tau que forma marafias neurofibrilares (D. J. Selkoe, 2001a).

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 5
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Péptido B-amiloide

La produccion del BA es un ejemplo de un mecanismo fisiolégico conocido como proteolisis
intramembranal regulada. En este mecanismo, las proteinas de una membrana llevan a
cabo una liberacién regulada de sus dominios exteriores a través de proteasas ancladas en
la membrana, conocidas como secretasas (Haass y Selkoe, 2007). En condiciones
fisiologicas, el BA se produce en el cerebro de forma natural a muy baja concentracién. Se
sabe que participa como un regulador de la homeostasis sinaptica, y tiene una produccién y
degradacion controladas (Kamenetz et al., 2003). No obstante, en la EA su funcién y
procesamiento se encuentran alterados. El PA es un péptido que es producto de la
protedlisis de la proteina precursora amiloide (APP: amyloid precursor protein), una
proteina transmembranal cuya funcion fisiolégica no se ha determinado totalmente, pero se
sabe que en el cerebro participa en la sinaptogénesis (Chan et al., 2002). El metabolismo
de las principales isoformas de la APP involucra la actividad de tres secretasas: a, By y; y
puede llevarse a cabo por dos vias: la via amiloidogénica y la no amiloidogénica. En la via
no amiloidogénica, a-secretasa corta dentro de la secuencia BA 1-42, produciendo la forma
soluble sAPPa y previniendo la generaciéon del BA (Figura 1.2, A). La via amiloidogénica
ocurre via el corte por la B-secretasa (BACE1) y y-secretasa, la cual corta en cualquier otro
sitio de APP y deja el fragmento del BA intacto, permitiendo la generacion del péptido BA 1-
42 (D. J. Selkoe, 2001b; Sisodia y Tanzi, 2007) (Figura 1.2, B).

Cuando el procesamiento de la APP se lleva a cabo por la via amiloidogénica, hay una
generacion de BA en el endosoma al interior de la célula (Baranello et al., 2015). En las
neuronas, gran parte del BA generado en este compartimento celular es degradado por
proteasas, que son enzimas degradadoras de proteinas (Baranello et al., 2015). El BA que
no es eliminado por esta via, puede ser transportado al lisosoma para su degradacion, o
podria ser transportado en vesiculas recicladoras hacia la superficie celular (Rajendran
et al., 2006). La degradaciéon eficiente del BA a través de estos sistemas es crucial para
evitar su acumulacién. En el caso de la EA, los principales sistemas de degradacion de
proteinas constitutivos presentan una falla generalizada (Baranello et al., 2015).

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 6
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Figura 1.2 Representacion del procesamiento de APP. A: En la via no amiloidogénica, a-secretasa corta
APP para formar sAPPa. B: En la via amiloidogénica, B-secretasa corta en lugar de a-secretasa y en un sitio
distinto, seguido del corte de y-secretasa que resulta en la formacién del péptido BA.

La liberacion del BA podria ocurrir potencialmente en cualquier lugar en que se localicen la
APP y B y y-secretasa (LaFerla et al., 2007). El BA se produce predominantemente en la
membrana plasmadtica (LaFerla et al., 2007), pero también puede generarse en
compartimentos intracelulares como el reticulo endopldsmico (Skovronsky et al., 1998).
Siendo un péptido soluble de 4 kDa, el BA amiloidogénico puede unirse a varias
biomoléculas como lipidos, proteinas y proteoglicanos intracelulares (LaFerla et al., 2007).
Cuando el BA es liberado al espacio extracelular, comienza a interactuar con otras
moléculas de BA y a acumularse, formando una amplia gama de oligémeros y agregados
solubles (monémeros y oligémeros diméricos, triméricos y tetraméricos) de manera
progresiva. Gradualmente, el BA puede aglomerarse en forma de proto-fibrillas y fibrillas
insolubles con alto peso molecular (Crouch etal.,, 2008). Estas fibrillas dan lugar a
depositos de PBA y a las placas seniles, unas lesiones multicelulares constituidas del PA
organizado en ldminas B plegadas (D. J. Selkoe, 2001a; Walsh y Selkoe, 2007) (Figura 1.4).
Las placas seniles son caracterizadas por la acumulacién del BA en su nucleo y por
presentar en su periferia neuritas distroficas que contienen mitocondrias, lisosomas y
microtubulos anormales (Braak y Braak, 1995).

Proteina Tau

La proteina tau participa en la modulacion de la formacidén y estabilizaciéon de los
microtubulos neuronales, los que son parte del sistema de transporte axonal. En la EA,
ocurre una alteracion que induce la hiperfosforilacion y disociacion de la proteina tau de
los microtibulos, en este estado denotada como fosfo-tau o p-tau. Esto resulta en la
formacion de marafias neurofibrilares constituidas de agregados intracelulares de

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 7
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filamentos helicoidales pareados (PHFs) que producen disfunciéon neuronal (Maccioni y
Cambiazo, 1995). Esta disfuncién yace en la perturbacién de las funciones estructurales y
regulatorias del citoesqueleto celular. Como consecuencia, las neuronas sufren de
problemas en su morfologia, transporte axonal, funcidon sindptica y neurodegeneracién
(Roy et al,, 2005) (Figura 1.4). De acuerdo a estudios histopatoldgicos, la acumulacién de
los PHFs inicia en regiones relevantes para la memoria, que son el 16bulo temporal, el giro
cingulado y la corteza frontal. Posteriormente esta se extiende durante el transcurso de la
EA y tiene una progresion sistemdtica (Braak y Braak, 1991) que estaria contribuyendo a la
disfuncion cognitiva y neurodegeneracion.

Figura 1.3 Representacion de una neurona sana.

ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 8
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Figura 1.4 Representacion de una neurona en la EA. La protefna tau se hiperfosforila, causando la
desestabilizacién de los microttibulos y formacién de marafias neurofibrilares. A diferencia de la neurona sana,
el péptido BA incrementa su presencia en el tejido cerebral, primero en forma de oligdmeros que se pueden
acumular gradualmente en forma de protofibriilas para formar fibrillas y placas seniles.

Hipotesis de la cascada del amiloide

El conocimiento sobre la fisiopatologia y etiologia de la enfermedad atn es fragmentado,
pero se han propuesto algunas hipdtesis. En la hipdtesis de la cascada del amiloide, se
propone que el BA es el origen de la enfermedad y el primer evento patolégico. Esta
describe que la acumulacion del PA desencadena la agregacion de marafias neurofibrilares
(PHFs), las que induciran mecanismos de muerte neuronal y produciran la manifestacion
de la demencia (Hardy y Higgins, 1992) (Figura 1.5).

Actualmente, es la hipdtesis mas aceptada sobre la etiologia de la EA. La evidencia que la
apoya es: a) la presencia comprobada de los marcadores neuropatoldgicos en la EA; b) el
descubrimiento de la genética del tipo familiar de la EA, de lo que se hablard mds adelante;
c¢) la neurotoxicidad demostrada del BA en tejido, y d) los efectos observados del BA sobre
modelos experimentales de la EA (A. Armstrong, 2014). Los puntos que esta hipdtesis tiene
en contra sobre el origen de la enfermedad son que a) en etapas tempranas de la
enfermedad las placas seniles no coinciden espacialmente con las marafias neurofibrilares y
la neurodegeneracién, y que b) la cantidad del PA no tiene una relacién directa con el
déficit cognitivo (Drachman, 2014). Lo que es esencial destacar de esta hipdtesis es que la
progresiéon de la EA es resultado de un incremento del BA en las regiones del cerebro
afectadas, y tanto la acumulacion total del PA como su estado de agregacion influyen en el
desarrollo de este padecimiento (Crouch et al., 2008).
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Mutacion génica =
(APP, PSEN1/2) Marafias
Factores de riesgo Péptidos neurofibrilares Pérdida Demencia
genéticos (ApoE) toxicos de BA de tau neuronal clinica
Factores el hiperfosforilada
ambientales (dieta) R

Figura 1.5 La hipétesis de la cascada del amiloide como fue propuesta por Hardy y Higgins

En adicion a lo propuesto en la hipétesis de cascada amiloide y sin considerar los factores
bioquimicos o genéticos que determinan la acumulacion u oligomerizacion del BA, se
reconoce que el PA contribuye de forma directa al declive cognitivo y a la
neurodegeneracion caracteristica de la EA (Crouch et al., 2008). Estos oligémeros se
encuentran en grandes cantidades en pacientes con la EA, hasta 70 veces mas que en
pacientes control (Gong et al., 2003). Los oligémeros solubles del PA son pequefios y
suficientemente solubles para difundirse a través del tejido cerebral y afectar la funcion
neuronal hasta comprometer la supervivencia de la célula. Esto ya fue demostrado al
encontrar que el BA resulta ser neurotoxico en cultivos celulares (Lambert et al., 1998). Las
formas mas toxicas de este péptido son BA40 y BA42, denominadas de esta forma por el
numero de residuos que poseen. Adicionalmente, existe evidencia de que el PA produce
disfuncion en la mitocondria (Crouch et al., 2008), induce estrés oxidativo (Siegel et al.,
2007), interfiere en la estabilidad de la membrana celular (Crouch et al., 2008), altera el
transporte o trafico axonal (Gotz et al., 2004), y promueve disfuncién de la sinapsis (D.
Selkoe, 2002). Lo ultimo en particular es digno de resaltar, ya que las alteraciones en la
funcion sinaptica y en los mecanismos de plasticidad tienen un efecto directo en el declive
cognitivo observado en la EA.

Aunque se ha demostrado la toxicidad de los péptidos del BA y los PHFs, ain no se sabe
con certeza si son la causa o consecuencia de la EA y cuadl es su papel definitivo en la
enfermedad. La discusion y la investigacion contindan en la biisqueda de entender la EA a
mayor profundidad.

Bases genéticas del Alzheimer

La causa de la EA es aun incierta. No obstante, en la actualidad se ha aceptado que son
numerosos los factores que influyen en la predisposicion y progresion del padecimiento. El
reconocimiento de un origen genético de la enfermedad de Alzheimer se dio a través de
estudios de ligamiento genético que resultaron en el descubrimiento de mutaciones
particulares. A partir de ellos es que se han descrito dos manifestaciones de la enfermedad,
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a grandes rasgos identificadas como la EA de tipo familiar y la EA tipo esporadica (D. J.
Selkoe, 2001a).

La EA familiar, de la cual el 60% de los casos se clasifica como Enfermedad de Alzheimer
de inicio temprano (EOAD por sus siglas en inglés), se transmite de forma autosémica
dominante y se presenta antes de los 65 afios de edad. Las formas de la EA familiar son
evidencia de una relacion entre el desarrollo de la enfermedad y la produccion anormal del
BA (Crouch et al., 2008), ya que son consecuencia de mutaciones de alta penetrancia en al
menos tres genes (APP, PSEN1, y PSEN2) implicados en el procesamiento de la APP. Es
importante sefialar que la EA familiar no representa mas del 5% de los casos diagnosticados
(D. J. Selkoe, 2001a).

La EA esporadica, la cual representa la gran mayoria de los casos diagnosticados, también
se encuentra influenciada por factores genéticos, sin embargo, se ha encontrado que
podrian estar implicados numerosos genes de riesgo que tienen patrones de interacciéon
complejos e intricados entre si, asi como una influencia de factores no genéticos. El tipo
esporadico generalmente se asocia con un desarrollo tardio de la enfermedad.

Ademds de mutaciones, se han encontrado variaciones de genes, llamados polimorfismos,
generalmente asociados al desarrollo tardio de la EA. Dos polimorfismos comunes son los
haplotipos APOEe4 y APOEe2. Estos son polimorfismos de la ApoE, una apolipoproteina
transportadora de colesterol, y existe evidencia que la ApoE estd involucrada en la
acumulacion del BA, probablemente en relacién a la limpieza del BA (Kim et al., 2014). La
secuenciacion del genoma humano y el desarrollo de Estudios de Asociacién de Genoma
Completo (GWAS por sus siglas en inglés) han descubierto polimorfismos adicionales en los
ultimos 5 afios (Bennett et al., 2015).

La EA es un padecimiento de etiologia multifactorial y heterogénea. Aunque exista
evidencia que apoye un rol causal para el BA en la patogénesis de la EA, se han considerado
muchos otros factores, entre los cuales podemos mencionar a la a-sinucleina, alteraciones
vasculares, respuestas gliales, inflamacion, estrés oxidativo, determinantes epigenéticas y
factores ambientales, los cuales podrian tener un papel patogénico importante,
especialmente en las formas mas comunes de la EA esporadica (Palop y Mucke, 2010).

1.2 Tratamientos para la Enfermedad de Alzheimer

A falta de un tratamiento o cura efectiva, gran parte de la investigacién sobre la EA se ha
dedicado al desarrollo de farmacos y terapias que puedan aminorar los sintomas de la
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enfermedad y disminuir su progreso. A grandes rasgos, los tratamientos se pueden
clasificar en sintomaticos y de progresion.

Tratamientos sintomaticos

Los tratamientos sintomaticos mas utilizados para el tratamiento de la EA derivaron a partir
de estudios post mortem, en los cuales se encontré degeneracion y pérdida de
neurotransmision de neuronas colinérgicas de los nucleos basales de Meynert que
proyectan hacia la corteza cerebral. De este descubrimiento surgio la hipdtesis colinérgica de
la EA, la cual postula que el déficit cognitivo observado en pacientes se debe a una
disfuncién colinérgica (Bartus et al., 1982). Al poco tiempo se desarrollaron farmacos para
compensar este déficit, entre los cuales destacan los inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa. Farmacos como donepezil, galantamina y rivastigimina inhiben la
actividad de esta enzima, incrementando la actividad colinérgica y aminorando sintomas
cognitivos (Schneider, 2013).

La memantina es otro farmaco de tratamiento sintomatico que al bloquear parcialmente la
actividad del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), protege de neurotoxicidad mediada
por calcio y glutamato, la cual deriva de la estimulaciéon excesiva del sistema
glutamatérgico (Raina et al., 2008; Schneider, 2013).

Los tratamientos mencionados ayudan a disminuir los sintomas cognitivos que se presentan
en la EA. Sin embargo, la progresion de la enfermedad no se detiene con su uso y
eventualmente pierden su efecto terapéutico.

Tratamientos de progresion

La acumulacién del BA y los PHFs como marcadores histopatolégicos principales de la EA,
ha conducido a la busqueda de tratamientos que incidan en disminuir su agregacién o
interferir en su procesamiento.

Los enfoques experimentales que se han utilizado para tratamientos anti-BA son la
utilizacién de inhibidores y moduladores de la y-secretasa, como semagacestat y
avagacestat, e inhibidores de la B-secretasa (Schneider, 2013). Se han realizado pruebas
clinicas de anticuerpos monoclonales y también se han buscado métodos para incrementar
la funcién de la APOEe4 para aumentar la limpieza del BA (Schneider, 2013). A pesar que
en varias pruebas clinicas se ha logrado disminuir la acumulacion del BA en cerebro, no hay
una relacién clara con una mejora clinica en los pacientes.

Algunas estrategias terapéuticas anti-tau incluyen el desarrollo de inhibidores de cinasas de
tau y el incremento de actividad de fosfatasas para mejorar la estabilidad de microttibulos
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(Schneider, 2013). También se ha buscado el bloquear o inhibir la hiperfosforilacién de tau,
sus agregados y formaciéon de filamentos con farmacos y anticuerpos. Pocas de estas
estrategias han pasado a pruebas clinicas fase 2 (Boutajangout et al., 2011; Fuentes y
Catalan, 2011).

Otros tratamientos se han dirigido a la activacién e inhibicién de receptores neuroquimicos
que tendrian efecto en la generacion de PA o en modular la actividad de las secretasas en
algunos modelos preclinicos (Schneider, 2013). El reto a la efectividad de estos farmacos
yace en un mayor entendimiento del proceso patogénico de la enfermedad, ya que se han
obtenido resultados mixtos de éstos.

Aunque varios farmacos y estrategias terapéuticas parecen prometedores, auin hay
preguntas por resolver respecto a los mecanismos de la enfermedad que son clave para el
desarrollo de tratamientos mas completos y efectivos.

1.3 Modelos animales para la Enfermedad de Alzheimer

El desarrollo de modelos animales ha sido importante en la investigaciéon en la EA para
reproducir las caracteristicas patoldgicas y conductuales que se han observado en humanos.
Gracias a ellos, han sido posibles grandes avances en el conocimiento sobre este
padecimiento. Principalmente se han empleado dos métodos para el desarrollo de modelos
animales. El primero implica el desarrollo de modelos transgénicos y el segundo la
administracion de agentes neurotoxicos que generan lesiones similares a las que se
observan en la EA.

Modelos transgénicos

Unos de los modelos mas utilizados para el estudio de la enfermedad son los ratones
transgénicos, porque desarrollan una patologia similar en cerebro a la observada en
humanos. Ya que la etiologia de la EA atin se desconoce, estos modelos se han desarrollado
con la base genética de la EA familiar, lo que ha sido invaluable para entender la
enfermedad a un nivel fisiopatoldgico y para probar nuevos farmacos con potencial
terapéutico. Actualmente hay una considerable variedad de modelos murinos, aunque es
importante mencionar que cada uno presenta ventajas y desventajas, ademas que no existe
uno que presente todas las caracteristicas de la EA dada su complejidad.

Entre algunos modelos a mencionar son los ratones transgénicos con mutantes de la APP
humana (hAPP). Estos acumulan el BA en forma de placas y también presentan déficit
cognitivo, aunque no exhiben pérdida neuronal significativa. También se han disefiado
ratones con mutaciones en la presenilina (PSEN1), los cuales presentan un incremento en
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los niveles de BA42 pero no desarrollan la patologia de EA y problemas cognitivos (LaFerla
y Green, 2012). Existen modelos como el ratén 5XFAD y el 2xKI, que combinan mutaciones
de APP y PSEN1 para producir una patologia amiloide mds completa (Hall & Roberson,
2012).

El estudio de la patologia de las marafias neurofibrilares en ratones transgénicos no se ha
quedado atrds. Se han desarrollado modelos con la mutacién P301L" del gen de la proteina
tau humana (MAPT), causante de demencia frontotemporal en humanos. Esta mutaciéon
favorece la acumulacion de los PHFs, y en conjuncién con mutantes de patologia amiloide,
han resultado modelos como TAPP, JNPL3 y 3xTgAD (Hall & Roberson, 2012).

Modelo triple-transgénico 3xTg-AD

Un modelo animal destacado es el modelo de ratén triple transgénico de la EA (3xTg-AD)
(Oddo et al.,, 2003). Este modelo tiene la caracteristica de acumular BA de manera
intraneuronal y extracelular, asi como la acumulacién de la proteina p-tau. Este ratén tiene
tres mutaciones: la mutacién P301L, la mutacién APP,,.* (sueca) y la mutacién M146V> del
gen PSEN1. Estos genes producen la acumulacidn progresiva del BA y marafias de proteina
tau en regiones andlogas (homologas) al cerebro humano. A los 6 meses, estos animales
comienzan a mostrar deficiencia en el aprendizaje y alteraciones en la plasticidad sindptica,
los cuales se asocian a la acumulacién del BA (Oddo et al.,, 2003). Conforme el ratén
envejece y la neuropatologia progresa, se producen cambios estructurales en las neuronas
que incrementan los déficits de memoria y de aprendizaje. Este modelo es ttil para estudiar
el impacto del BA y p-tau en procesos de memoria y plasticidad sinadptica, asi como en la
evaluacion de eficacia de terapias anti-EA.

! La mutacién P301L del gen MAPT produce una sobre expresién de la protefna tau humana con la isoforma 4R/2N que
resulta en un incremento de tau hiperfosforilada y formacién de PHFs.

2 APP,,. (KM670/671NL) es una doble mutacién de sustitucién de lisina y metionina por asparagina y leucina, produciendo
un incremento en los niveles de BA, especificamente BA40 y BA42.

% Esta mutacién altera el funcionamiento de una proteina que forma parte del complejo de la enzima y-secretasa, fomentando
la amiloidogénesis.
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2 Antecedentes

2.1 Alteraciones sinapticas y neuroquimicas en la EA

La importancia del déficit en el aprendizaje y la memoria como sintoma de la EA, ha
conducido a la realizacién de numerosos trabajos que han intentado entender la relaciéon
que existe entre los procesos fisioldgicos que permiten la formacion y mantenimiento de la
memoria, con los procesos patoldgicos observados en la EA.

La corteza entorrinal, en la cual se encuentran regiones relevantes para procesos de
aprendizaje y memoria, es la primera en mostrar alteraciones en pacientes con EA,
particularmente el hipocampo (Braak & Braak, 1995). Estas alteraciones se han atribuido a
la acumulacién los PHFs, fenémeno asociado a la presencia excesiva de PA. Cabe destacar
que es cuantiosa la evidencia que demuestra que el BA, particularmente en sus formas
oligoméricas, juega un papel importante en los déficits sindpticos en la EA (Mucke et al.,
2000). Se ha observado que ratones transgénicos de la APP muestran una disminucion en
los niveles de sinaptofisina, asi como pérdida de espinas dendriticas (Hsia et al., 1999;
Spires, 2005). El reporte del equipo de Klein (2007) describe que en un modelo murino
transgénico, los oligdmeros de PA se unen a las sinapsis y a las espinas dendriticas,
produciendo una morfologia de espina andémala y pérdida de receptores NMDA.
Similarmente, el BA se une a los receptores nicotinicos a-7 de ratas con gran afinidad y
contribuye a la profunda pérdida de transmision colinérgica observada en la EA (Wang et
al., 2000). En otros trabajos, los niveles altos del BPA también resultan en una alteracién en
la transmisiéon glutamatérgica (Kamenetz et al., 2003; O’Shea etal., 2008). El BA no
solamente puede causar anomalias en la neurotransmisiéon, sino que también puede
intervenir en vias de sefalizacion de LTP e inducir la endocitosis de receptores sindpticos
AMPA* y NMDA® (Hsieh et al., 2006; Wisniewski et al., 2011), y su administracién in vivo
e in vitro ha mostrado afectar la transmisién sindptica y la induccion de LTP en ratas
(Cleary et al., 2005; Cullen et al., 1997; Walsh et al., 2002), interfiriendo con la formacién
de trazos de memoria e inhibiendo la plasticidad sinaptica.

* Los receptores ionotrépicos para glutamato AMPA (receptor del dcido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico) se
encuentran en las sinapsis excitatorias y median la transmision basal sinaptica

Los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) son receptores ionotrépicos glutamatérgicos. Cuando los receptores AMPA
tienen una alta actividad sinaptica por periodos breves, se activan los receptores NMDA, los cuales inducen el incremento de
numero de receptores AMPA, el crecimiento de espinas dendriticas, y la potenciacidn a largo plazo (LTP) de la transmisiéon
sinaptica (Bliss & Lomo, 1973).
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Siendo la disfuncién sindptica el factor mas importante que influye en la pérdida de
memoria en pacientes con la EA en etapas tempranas (Sze et al., 1997) y el BA un agente
causal y contribuyente, resulta relevante recuperar el funcionamiento adecuado de los
sistemas de neurotransmision y disminuir el impacto del BA sobre éstos. El uso de farmacos
con efectos en receptores especificos, asi como inmunoterapias anti-BA (Klyubin et al.,
2005), han sido frecuentemente utilizados para estos fines. El incremento de transmision
serotoninérgica a través de inhibidores de recaptura, ha sido efectivo en reducir los niveles
del BA y placas seniles tanto en pacientes como en un modelo murino transgénico de APP
(Cirrito et al., 2011). La memantina se ha utilizado como antagonista de NMDA para
regular la transmisién glutamatérgica (Klein etal., 2007), ademdas de inducir la
recuperacion de la inervacién de fibras colinérgicas, mejorar la memoria en ratas (Nyakas
et al.,, 2011) y disminuir niveles del BA en tratamientos cronicos (Martinez-Coria et al.,
2010).

Si bien algunos tratamientos que buscan restaurar la transmisiéon glutamatérgica y
colinérgica han mostrado un grado de efectividad, los procesos cognitivos son complejos e
implican la interaccién de circuitos neuronales y distintos sistemas de neurotransmision
(Kandel y Schwartz, 2013; Vianna et al., 2000). Resulta necesario estudiar otros circuitos y
regiones involucradas en procesos de aprendizaje y memoria que también estarian siendo
afectados por la progresiva acumulacién de la neuropatologia y las consecuentes
alteraciones que desencadena. FEl sistema dopaminérgico es uno de los sistemas cuya
relevancia en la EA no ha sido estudiada con la misma profundidad.

2.2 La enfermedad de Alzheimer y el sistema dopaminérgico

La dopamina es una molécula simple que deriva del aminodcido tirosina (Tyr) y pertenece
a la familia de las catecolaminas, neurotransmisores caracterizados por presentar un grupo
catecol. A su vez, las catecolaminas pertenecen al grupo de las monoaminas. Ademas de ser
esencial en el control motor, la dopamina también participa en dominios conductuales
como la atencidn, el deseo, y el sistema de motivacién y recompensa.

La funcion dopaminérgica se encuentra alterada en la EA

Se ha demostrado que la funcién dopaminérgica comienza a alterarse con el
envejecimiento. Las neuronas y transportadores de dopamina disminuyen en hipocampo y
en la corteza frontal, incrementando la probabilidad del desarrollo de problemas motores y
demencia (Backman et al., 2010; Volkow et al., 1994). En la EA, este sistema se encuentra
aun mas afectado. En humanos, estudios post mortem en cerebros de pacientes con la EA
han demostrado disminucion significativa de dopamina en regiones como hipocampo, giro
cingulado, amigdala, estriado, ntcleos raphe, caudado y locus coeruleous (Martorana y

LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER Y EL SISTEMA DOPAMINERGICO 16



ANTECEDENTES

Koch, 2014; Nazarali y Reynolds, 1992; Storga et al., 1996; Wenk, 2003), asi como una
disminucién de levodopa® y su metabolito DOPAC (Acido 3,4-diidroxifenilacético) respecto
a controles (Storga et al., 1996). También se ha encontrado una marcada pérdida de
receptores dopaminérgicos D, y D, en los ldbulos temporales y frontales, siendo éstas
regiones asociadas a funciones cognitivas (Kemppainen et al., 2003; Kumar y Patel, 2007;
Martorana et al., 2010). No solamente se ha reportado una disminucién de la
concentracion del neurotransmisor y sus receptores, sino también pérdida de fibras
catecolaminérgicas (Kalaria y Andorn, 1991). Esto tendra un efecto directo en el desarrollo
de la demencia y el declive cognitivo en los pacientes si los niveles de dopamina se
encuentran alterados (Martorana & Koch, 2014).

El sistema dopaminérgico tiene relevancia en procesos cognitivos

La deficiencia de transmision dopaminérgica tiene implicaciones considerables sobre los
procesos de aprendizaje y memoria. Los receptores dopaminérgicos D,/Ds juegan un papel
importante en la cognicion, mediando fenémenos de plasticidad y aspectos especificos de la
funcion cognitiva, incluyendo procesos de memoria (Dalley et al., 2009). La dopamina es
un modulador clave en la plasticidad sindptica (Lisman et al., 2011; Pignatelli et al.,
2015), y la administraciéon de farmacos que estimulan la actividad dopaminérgica mejoran
el aprendizaje en humanos (Nitsche et al., 2009; Shearman et al., 2006). Hasta ahora, la
relacion entre dopamina y la EA se ha limitado a evidencia indirecta, donde los pacientes
con la EA tienen un mejor desempefio cognitivo al tener una mayor sintesis de dopamina
estriatal (Kemppainen et al., 2003; Tanaka et al., 2003). Pinessi y colaboradores (1987),
encontraron que la severidad de la pérdida de inervacién monoaminérgica, que incluye a la
dopaminérgica, tiene una correlacion con la duracién de la enfermedad en EA.

La neuropatologia en modelos animales altera la actividad dopaminérgica

En modelos animales para la EA, existe evidencia que muestra un efecto de la
neuropatologia sobre el sistema dopaminérgico. En el modelo murino de la EA
APP,,../PSIAE9, se ha asociado a la patologia amiloide con déficits cognitivos (Savonenko
et al., 2005) y una degeneracién progresiva de neuronas dopaminérgicas (Liu et al., 2008;
Trillo et al., 2013). Se ha sugerido que los depdsitos del BA insoluble no son los agentes
téxicos, sino las formas oligoméricas mas pequeilas del PA (Liu et al., 2008). Los ratones
APP23 que sobre-expresan la mutacion sueca (K670M/N671L) muestran una disminucién
significativa en la densidad de fibras positivas a TH (tirosina hidroxilasa’) en la formacién
hipocampal asi como en el neocértex dorsolateral. Ademas, el dafio significativo y pérdida

% La levodopa (L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina), es el precursor metabdlico de las catecolaminas, siendo éstas la DA, la
noradrenalina (NE) y adrenalina.

7 La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima que cataliza la conversién del aminodcido L-tirosina a levodopa (LD). La TH es la
enzima limitante en la biosintesis de catecolaminas, y su expresion en neuronas es indicativo de actividad catecolaminérgica
(Cartier et al., 2010).
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de fibras positivas a TH se ha detectado en la cercania de depdsitos del BA en estos ratones
(Diez et al., 2003). Los ratones 5xFAD también muestran una disminucién en la expresion
de TH en ntcleos catecolaminérgicos (Kalinin et al., 2012). En ratas, se ha descrito que la
infusion del BA40 en el niicleo accumbens inhibe la liberacién de dopamina que se produce
con agonistas colinérgicos en esta regién (Preda et al., 2008), y la administracion del BA42
también disminuye los niveles corticales de dopamina (Trabace et al., 2007). Por ende, la
deficiencia dopaminérgica es un fenémeno comtn en modelos transgénicos para la EA y el
BA es toxico hacia neuronas catecolaminérgicas.

Jirguensen y colaboradores (2011) reportaron que la administracién del agonista
dopaminérgico SKF81297 previene la inhibicién de la LTP inducida por el BA soluble en
rebanadas de hipocampo de rata. La activacién de receptores D,/Ds; por medio de
SKF81297, incrementé la inserciéon sindptica de receptores NMDA y AMPA. Como
resultado, hay un incremento de actividad del receptor NMDA y de la potenciaciéon
sindptica (LTP). Estos resultados implican que la actividad dopaminérgica puede compensar
la disfuncién de mecanismos de plasticidad sinaptica inducidos por la presencia de
oligémeros de PA.

El ratén 3xTg-AD muestra deficiencia en el aprendizaje a los 6 meses y presenta
alteraciones en la plasticidad sinaptica, fendmenos que se han asociado a la acumulacion
del BA (Oddo et al., 2003). Un estudio realizado en nuestro laboratorio evalud si los
ratones 3xTg-AD presentaban disfunciéon dopaminérgica. Se sabe que la dopamina tiene un
papel importante en la memoria de reconocimiento, en la que la actividad de los receptores
D, es necesaria para la formacion de esta memoria a largo plazo en roedores (Balderas,
Moreno-Castilla, y Bermudez-Rattoni, 2013; de Lima et al., 2011; Nagai et al., 2007). Al
realizarles una prueba de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) (véase pag.31),
encontraron que a diferencia del raton silvestre viejo, los ratones transgénicos viejos no
distinguieron un objeto previamente presentado respecto a un objeto novedoso. Durante la
adquisicién de la tarea, se midieron los niveles de neurotransmisores en la corteza insular
(CD e hipocampo, regiones relevantes para el desempefio de esta memoria, y se observd
que los animales transgénicos tenian un déficit en la liberacién de dopamina cuando
estaban adquiriendo la informacién sobre los objetos. Para saber si este déficit era lo que
impedia que los ratones aprendieran la tarea, se les administré nomifensina, un inhibidor
de la recaptura de DA, el cual incrementé los niveles de dopamina en la CI. Como
resultado, los animales que antes presentaban deficiencia en el desempefio de la tarea,
recuperaron la capacidad de distinguir los objetos novedosos de los previamente conocidos.
Estas observaciones demuestran que en el ratén transgénico viejo hay un déficit en la
neurotransmision dopaminérgica asociada a la patologia de la EA que afecta la formacién
de la memoria de reconocimiento, la cual que puede ser restaurada con el incremento de
niveles de dopamina (Guzman-Ramos et al., 2012).
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De acuerdo con el estudio anterior, en un trabajo de nuestro laboratorio se demostré que
el BA disminuye los niveles corticales de dopamina y altera la formacién de memoria de
reconocimiento gustativo al inhibir la facilitacion sinaptica (LTP) en ratones transgénicos
3xTg-AD. El condicionamiento de aversién al sabor (CAS®) es un paradigma de aprendizaje
gustativo que requiere la liberaciéon de dopamina en la CI para la formacién de la memoria
(Bermudez-Rattoni et al., 2004; Guzman-Ramos, et al., 2010). Se encontré que los ratones
3xTg-AD envejecidos no mostraron liberacién de dopamina durante el aprendizaje de la
tarea, lo que coincide con una pérdida de TH y de aferencias del VTA® (drea ventral
tegmental) hacia la CI. Al administrar nomifensina a los transgénicos viejos, se incrementd
la concentracién de dopamina en la CI y se recuper6 la formacién de memoria gustativa y
la expresion de LTP. En ratones silvestres, la administraciéon de oligémeros de BA en la CI
alter6 el CAS, disminuyd los niveles de dopamina y TH e indujo la expresién de LTD en
lugar de LTP (Moreno-Castilla et al., 2016). Estos resultados indican que la transmision y
neuromodulacién dopaminérgica es necesaria para la formacion de la memoria gustativa y
para la expresiéon de LTP en la CI, la cual se encuentra alterada en el ratén 3xTg-AD viejo
por la acumulacion extensa y progresiva del BA intracelular.

Los trabajos anteriores apoyan la nocién que la transmision dopaminérgica ayuda a mitigar
los efectos téxicos del BA que producen disfuncién cognitiva. Varios faArmacos asociados a la
dopamina y su actividad ya han sido probados en el pasado con diferentes resultados y
distintas suposiciones respecto a los mecanismos de accidon. Algunos inhibidores de la
enzima degradadora de catecolaminas COMT (Catecol-O-metiltransferasa), como tolcapone
y entacapone, pueden reducir la oligomerizacién del BA (Di Giovanni et al., 2010). Por el
contrario, el pramipexol, un agonista dopaminérgico, no parecié tener un efecto (Trillo
et al., 2013). La selegilina, un inhibidor de la enzima degradadora de monoaminas MAO-B
(monoamino-oxidasa B), se ha utilizado para incrementar la concentracién de dopamina y
tuvo éxito en una prueba clinica (Filip & Kolibds, 1999), sin embargo, otro estudio con la
misma no mostré mejoras cognitivas en pacientes con la EA (Freedman et al., 1998). La
inconsistencia en estos trabajos estaria indicando que es necesario estudiar los mecanismos
terapéuticos con mayor detenimiento para hallar el tratamiento mas adecuado.

Un reporte interesante (Ono et al., 2013) muestra los efectos de agentes anti-
Parkinsonianos sobre la formacién de oligdmeros de PA. Por medio de técnicas que

8 El condicionamiento de aversién al sabor (CAS; Conditioned Taste Aversion) funge como un mecanismo de defensa que
protege animales contra el consumo repetido de alimentos toxicos. La adquisicion de la aversion al sabor sigue las reglas del
condicionamiento clasico, donde se condiciona el sabor de una sustancia novedosa a un malestar posterior a su consumo.
Como consecuencia, el animal aprende a rechazar el sabor en el futuro y se establece una asociacién de estimulo-respuesta,
al haber una reaccién condicionada (Bures et al., 1998; Welzl, et al., 2001).

° El VTA o drea ventral tegmental es un nucleo de neuronas dopaminérgicas localizado en la parte media inferior del
mesencéfalo que proyecta axones dopaminérgicos hacia regiones corticales, incluyendo el sistema mesocorticolimbico (Fuxe
et al., 2010).
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permiten la formacion y agregacion artificial de oligdmeros proteicos, estimaron la
cantidad, tamafio y distribucion de oligémeros de PA y su interaccidon con otras moléculas
de manera similar a un estado in vivo. En sus resultados reportaron que tanto la levodopa
como la dopamina exhiben potentes efectos anti-oligoméricos cuando se incuban in vitro
con BA40 y BA42, impidiendo que estos péptidos se agreguen y formen oligémeros téxicos.
Los autores sugieren que estos efectos son resultado de una interaccion molecular directa,
donde compuestos con grupo catecol son buenos antioxidantes y se podrian unir de forma
covalente y especifica a BA libre, impidiendo su agregacion. Por consiguiente, la dopamina
y la levodopa no solamente tendrian efecto por inducir transmisiéon dopaminérgica, sino
también por su naturaleza anti-oligomérica hacia el BA.

El grupo de Himeno (2011) probé que un agonista dopaminérgico no especifico, llamado
apomorfina, tiene efectos positivos en un modelo animal para la EA. A ratones 3xTg-AD de
6 meses, se les administré apomorfina via subcutdanea una vez a la semana durante 1 mes.
Para evaluar su desempefio en la memoria espacial, realizaron la prueba del laberinto
acuatico de Morris (MWM) antes y después del tratamiento con apomorfina. Lo que
encontraron fue que el farmaco mejora el aprendizaje y ejecucion en la memoria espacial y
también disminuye el BA y los PHFs acumulados en el hipocampo. En este estudio
atribuyen el efecto de la apomorfina a sus propiedades como antioxidante y el incremento
que produce sobre la actividad del proteosoma, el cual estaria limpiando el BA dentro de la
célula. También se menciona que la estimulacion de receptores dopaminérgicos podria
tener un efecto protector, pero cuestionan el papel de la estimulaciéon de receptores
dopaminérgicos como el mecanismo terapéutico principal. La relevancia de este trabajo
yace en que el tratamiento con un agonista dopaminérgico puede disminuir la acumulacién
de la neuropatologia y produce una mejora en el desempefio de una tarea de memoria
espacial en el ratén 3xTg-AD.

Ambrée y colaboradores (2009) encontraron que el incremento de los niveles de dopamina
produce mejoras cognitivas por medio del tratamiento con levodopa, que ha sido utilizada
previamente para tratar la enfermedad de Parkinson. La levodopa fue administrada a una
dosis de 50 mg/kg durante 11 dias a ratones transgénicos TgCRNDS8, un modelo que
acumula el BA rapidamente al tener dos mutaciones de APP y presenta déficits cognitivos
desde los 3 meses de edad. Una hora después de la administracion de levodopa, les
realizaron pruebas de memoria de reconocimiento (ORM) y memoria espacial.
Descubrieron que los animales con tratamiento de levodopa mejoran la ejecucion de ambas
tareas, igualando el desempefio del grupo control. Al realizar un conteo de ntimero de
placas del BA en tejido, no encontraron que el tratamiento con levodopa tuviera algun
efecto en la disminuciéon de éstas, lo que los autores atribuyen a la brevedad del
tratamiento. Adicionalmente hicieron un analisis neuroquimico de los niveles de dopamina
y sus metabolitos a ratones TgCRND8 de 3 meses de edad por medio de HPCE
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(electroforesis capilar de alto desempefio), y se encontré un incremento de dopamina en la
corteza frontal y una disminuciéon de sus niveles en el hipocampo en los ratones
transgénicos en comparacion a los ratones control. Se menciona que la neuropatologia
podria estar provocando una desregulacion dopaminérgica que repercute en los circuitos
involucrados en el aprendizaje y la memoria. En este trabajo concluyeron que el ratén
TgCRNDS8 presenta déficits de aprendizaje que pueden ser disminuidos con un tratamiento
de levodopa, el cual compensa la desregulacion dopaminérgica causada por la
neuropatologia tipo EA.

El objetivo de los trabajos mencionados previamente fue el esclarecer los efectos que tiene
la EA sobre el sistema dopaminérgico. El detrimento de este sistema de neurotransmision es
claro en pacientes y en modelos animales, los dltimos siendo de gran utilidad para entender
los procesos patoldgicos que conducen a la disfunciéon cognitiva relacionada a la
transmision dopaminérgica, ademas que han permitido el desarrollo de terapias que
contrarresten los sintomas de la EA. Aun hay preguntas por responder respecto a cudl de
los mecanismos terapéuticos sobre la actividad dopaminérgica resulta ser el mas relevante,
y que tipo de farmacos podrian utilizarse para lograr la mayor efectividad terapéutica.
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3 Planteamiento del Problema

Gran parte de los estudios que describen las deficiencias cognitivas y los mecanismos de la
neurodegeneracion en pacientes con la EA y en modelos experimentales, se han enfocado a
los sistemas de neurotransmision colinérgico y glutamatérgico. Sin embargo, el sistema
dopaminérgico ha adquirido cada vez mayor relevancia por el papel que desempefia en la
modulaciéon de la plasticidad sindptica y su participaciéon en procesos cognitivos. La
evidencia de que el BA, en especial su forma oligomérica, ocasiona un detrimento en la
transmision dopaminérgica y en los niveles de dopamina es contundente, tanto en pacientes
como en modelos animales. Esta deficiencia dopaminérgica produce una alteracion en los
mecanismos fisioldgicos que subyacen el funcionamiento de los circuitos involucrados en la
formacion de memorias y en el aprendizaje. Esta informacion abre la posibilidad de
desarrollar nuevos tratamientos basados en la estimulacién del sistema dopaminérgico, los
cuales habrian de producir una mejora cognitiva y disminuir los sintomas asociados a EA.

Con el fin de compensar el déficit de transmisién dopaminérgica, se han realizado
experimentos con distintos farmacos que produzcan la activacion del sistema
dopaminérgico y disminuyan los déficits cognitivos y plasticos observados. Algunos trabajos
han realizado administraciones agudas con agonistas dopaminérgicos o inhibidores de
recaptura para incrementar la concentracién de dopamina y la actividad de este
neurotransmisor. De esta manera han obtenido resultados inmediatos de mejora en
conductas que evalian aprendizaje y memoria, asi como en procesos de plasticidad
sindptica. Otros trabajos han tenido un enfoque de terapia crénica, donde se ha observado
que la incubacién in vitro del BA con agentes anti-Parkinsonianos como la dopamina y la
levodopa, altera la agregacion y formacion de oligémeros de BA.

La levodopa, que se encuentra de forma natural en el cerebro, es también un farmaco
clinicamente probado que ha demostrado incrementar los niveles de dopamina y que
también ha demostrado disgregar oligémeros de BA in vitro. Un tratamiento basado en una
administracion prolongada de levodopa no sélo podria producir mejoras cognitivas, sino
también disminuiria la agregaciéon de las formas téxicas del BA que contribuyen al
desarrollo de la EA.
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3.1 Hipotesis

El aumento de los niveles de dopamina mediante la administraciéon de levodopa mejora la
funcién cognitiva y disminuye la acumulacién del BA en el modelo murino 3xTg-AD.

3.2 Objetivo general

Describir el efecto del tratamiento con levodopa sobre el desempefio cognitivo y la
acumulacion del BA en el modelo 3xTg-AD.

3.3 Obijetivos particulares

» Evaluar el efecto del tratamiento con levodopa en el ratén 3xTg-AD sobre el
desempeifio en la memoria de reconocimiento.

* Monitorear la liberacion basal y fasica de dopamina en la corteza insular del ratén
3xTg-AD durante la adquisicion de la tarea de memoria de reconocimiento de
objetos.

» Evaluar el efecto del tratamiento con levodopa en el ratén 3xTg-AD en la ejecucion
de dos tareas de memoria espacial.

» Determinar el efecto del tratamiento con levodopa sobre la acumulacion del BA en
el raton 3xTg-AD.

3.4 Diseno experimental

El disefio experimental consistié6 en la evaluacion de dos tipos de memoria distintos: la
memoria de reconocimiento y la memoria espacial, la primera evaluandose a través de la
prueba de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) y la tultima evaludndose con dos
tareas distintas, la de memoria de ubicacién de objetos (OLM) y el laberinto acuatico de
Morris (MWM). Durante la tarea de memoria de reconocimiento de objetos (ORM), se
realizd la técnica de microdidlisis para el anadlisis de liberacién de neurotransmisores. Al
finalizar la prueba de MWM, los animales fueron sacrificados para andlisis histoldgicos.
Independientemente de la prueba conductual a la que fueron sometidos, todos los animales
fueron tratados durante 16 dias con levodopa o solucién vehiculo.
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Canulacion |—\\—| D1 | D2 | D3| D4 |D5|D6|D7 (D8 |D9 |D10|D11|D12|D13|D14|D15|D16

74 ORM |ORM |ORM | ORM | ORM | OLM |OLM |MWM [MWM | MWM [MWM MWM
protocolo 16 dias HAB1 | HAB2 | HAB3 | ADQ | MLP | ADQ2 | MLP2 D1 D2 D3 D4 MLP
MD PERF

Figura 3.1 Secuencia del protocolo experimental. Los animales que fueron sometidos a cirugia tuvieron un
tiempo de recuperaciéon de 7 dias antes de iniciar el tratamiento y el protocolo conductual. D1 a D16
representan las dosis administradas cada dia durante 16 dias. De los dias D1 a D5 se realizé el protocolo de
ORM, en donde se realizaron las habituaciones (HAB), la adquisicién (ADQ) simultanea al protocolo de
microdidlisis (MD), y la prueba de memoria de largo plazo (MLP). En los dias D6 y D7 se realizé la prueba de
OLM, donde se realizaron una adquisiciéon (ADQ2), y memoria de largo plazo (MLP2). En los dias D8 a D16
se realizo el protocolo de MWM, donde se muestran los dias de entrenamiento (MWM D1-D4) y la prueba de
memoria de largo plazo (MWM MLP). Finalizada la prueba, los animales fueron sacrificados (PERF).
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4 Metodologia experimental

4.1 Sujetos

Se utilizaron ratones macho triple-transgénicos homocigotos' de 12 meses (modelo para la
EA (3xTg-AD)). Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-CZ00-199) y con la aprobacion del Comité Local de Cuidado Animal
(FBR30-14). Cuando no realizaban protocolos conductuales, los ratones eran alojados
individualmente en cajas de acrilico a temperatura de entre 22 y 24° C con ciclos
controlados de luz/oscuridad de 12/12 h, y con acceso a agua y alimento ad libitum dentro
del vivarium del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Ratén 3xTg-AD

El modelo de ratén triple transgénico es resultado de la insercion de dos transgenes
humanos independientes. El gen APP con la mutacién sueca (KM670/671NL), y el gen de
tau (MAPT) con la mutaciéon P301L, fueron co-microinyectados en embriones unicelulares
de la cepa de ratén knock-in PS1y4 (PS1IM146V KI)!'. Los transgenes estdn controlados
por el elemento regulatorio Thyl.2, el cual permite la expresion de los genes
exclusivamente en el sistema nervioso. La progresion de la neuropatologia es espacialmente
y temporalmente comparable a la observada en humanos, ya que conforme el ratén
envejece, la acumulacidon progresa. La inmunoreactividad al BA intraneuronal se puede
detectar en el neocdrtex entre los 3 y 4 meses de edad y para los 6 meses en la region de
CA1 del hipocampo. A los 12 meses, se pueden observar depodsitos extracelulares evidentes
en la corteza frontal e hipocampo. También es a esta edad cuando se detecta la
inmunoreactividad de patologia tau en hipocampo y luego progresa hacia estructuras
corticales (Oddo et al., 2003).

1% Cepa transgénica obtenida de Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/strain/004807.html).

' El ratén PS1M146V KI se generé al inducir mutaciones puntuales en el exén 5 del gen PSEN1 endégeno, cambiando los
codones 145 y 146 de isoleucina y metionina por valina y valina, respectivamente. El fondo de los ratones knock-in
PS1M146V es un hibrido 129/C57BL/6, o B6;129 (Guo et al., 1999).
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Figura 4.1 Raton 3xTg-AD. A: Estrategia utilizada para desarrollar los ratones. Utilizando la técnica de
microinyecciéon pronuclear, se co-inyectaron los dos transgenes independientes al embrién. La secuencia
gendmica completa de Thyl.2 se muestra con sus exones como cajas y las secuencias no codificantes como
lineas delgadas. Los embriones inyectados fueron reimplantados en las madres receptoras y la progenie
resultante se genotipificé como 3xTg-AD. B: Anélisis genotipico para la identificacién de ratones homécigos. El
Southern blot compara la dosis de los transgenes de tau humana y APP del DNA extraido del ratdn,
demostrando que la transmisién de los transgenes fue exitosa. Modificado de Oddo y cols. (2003).

No se utilizaron hembras en el experimento porque se ha reportado un déficit cognitivo en
hembras 3xTg-AD que es mds acentuado respecto a los machos y es dependiente de la edad
(Clinton et al., 2007; Sterniczuk et al., 2010). Este fendmeno se ha atribuido al efecto
regulatorio que tiene el estrégeno y la progesterona en las hembras sobre el desarrollo de la
neuropatologia (Carroll et al., 2007). Adicionalmente, se ha encontrado que las hembras
de ratén comun tienen una mayor tolerancia a responder a los efectos de la levodopa que
los ratones macho (Tang & Cotzias, 1977).

De los animales empleados (n=44), algunos fueron sometidos a cirugia para la
implantacién de cdnulas y el resto no estuvo bajo ningin procedimiento quirdrgico. Todos
los sujetos participaron en pruebas conductuales.

4.2 Administracion de Levodopa

El farmaco levodopa (3,4-Dihidroxi-L-fenilalanina; Sigma; St. Louis, E.E.UU) se administrd
a una dosis de 50 mg/kg via intraperitoneal (i.p.). La solucién de administracién se prepar6
de la siguiente manera: por cada 10 mg de levodopa, se afiadieron a) 404 uL de HCI 0.22
M para disolverla; b) 500 pL de solucién amortiguadora de fosfatos (PB) 0.4 M pH 7.45
para adecuar la solucién a un pH fisiolégico; y ¢) 96 pL de agua desionizada para que la
solucion tuviera una concentracion de levodopa de 10 mg/mL. La concentracién molar final
fue 51 mM de Levodopa, 88 mM de HCI, y 200 mM de PB. La solucién vehiculo (control) se
preparé de la misma manera a excepciéon que no se anadié el farmaco. La solucién se
preparaba diario justo antes de administrar a los animales para evitar la degradacion del
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farmaco. De acuerdo a estudios de farmacocinética, la levodopa cruza la barrera
hematoencefdlica'® y alcanza su concentracién méxima en plasma de 1 a 3 horas de su
administracion (Bredberg et al., 1994; Contin y Martinelli, 2010).

De los 44 animales utilizados en el experimento, 24 fueron tratados con levodopa y 20
fueron tratados son solucion vehiculo. Ambas soluciones se administraron a los respectivos
sujetos diariamente a la misma hora en toda la duracién del protocolo experimental (16
dias). Cuando los animales estaban sujetos a un protocolo conductual, la administracién de
la dosis correspondiente se realizé una hora antes del comienzo de la prueba conductual.
Los dias de tratamiento establecidos se basaron en resultados previos del trabajo de Ambrée
y colaboradores (2009).

4.3 Analisis de neurotransmisores

La realizacion del andlisis neuroquimico requirié6 de tres procedimientos: la cirugia de
implantacién de canula, la coleccién de muestras de microdidlisis de libre movimiento, y el
procesamiento de estas muestras por el método de electroforesis capilar con detecciéon por
fluorescencia inducida por laser (EC-FIL). Esta etapa de la metodologia tuvo el fin de
analizar la liberaciéon de neurotransmisores durante el protocolo conductual de memoria de
reconocimiento de objetos (ORM).

Implantacién de canula para microdialisis

Los ratones fueron anestesiados con isoflurano (1.25-2.0%) y montados en un aparato
estereotaxico con un adaptador para ratéon. Durante la cirugia se aplicaron lagrimas
artificiales para evitar dafio a los ojos. Se removié una pequefia porcién de piel de la cabeza
de ratén para tener acceso al craneo y se alineé bregma al mismo plano horizontal que
lambda. Se implanté una canula guia de microdialisis (CMA/7; CMA Microdyalisis; Kista,
Suecia) dirigida hacia la CI (DV -2.75 mm; AP +1.1 mm; ML -3.3 mm) (Figura 4.2 A), y se
asegur6é con pequefios tornillos y cemento dental. Para evitar que las cdnulas guia se
taparan se insertaron mandriles. Al finalizar la cirugia se aplicaron antibiéticos locales en
las heridas (Terramicina y Ketoconazol) y los animales fueron devueltos a sus jaulas para su
recuperacion. Antes del inicio del entrenamiento conductual, los animales se recuperaron
de la cirugia durante 7 dias.

12 Barrera hematoencefilica: barrera permeable con alta selectividad que separa la sangre que estd en circulacién en todo el
cuerpo, del fluido extracelular del cerebro y del sistema nervioso central. Esta estd compuesta de células endoteliales
cerebrales que forman uniones estrechas.
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Figura 4.2 Sonda de microdidlisis. A: Esquema coronal del cerebro de ratén donde se muestra el sitio
blanco de implantaciéon de la canula guia. Dentro de la cdnula se inserta la sonda de microdidlisis, cuya
membrana de 2 mm sobresale de la canula y abarca la regidon correspondiente a la CI. En la parte superior
izquierda se representa una vista lateral del cerebro de ratén y la coordenada de bregma que corresponde al
lugar de la canula. Modificado de Hong Wei para el Allen Institute (2008). B: Esquema del método de
insercién de la sonda y el mandril en la cdnula junto con el mecanismo de difusién de la membrana.

Microdialisis en libre movimiento

La sonda de microdidlisis CMA/7 (CMA Microdialysis; Kista, Suecia) permite la entrada de
solucion fisioldgica Ringer (solucion de MgCl, 12 mM, NaCl 1.44 M, CaCl, 17 mM y KCl 48
mM) vy la salida de moléculas que se encuentran en el espacio sinaptico de la regiéon donde
fue implantada la canula guia. Esto se logra a través de la difusién de la solucion Ringer por
la membrana semi-permeable de cuprofano de 2 mm (porosidad de 6000 Da) de la sonda, y
del principio de gradiente de concentracion, lo que resulta en un equilibrio entre los solutos
dentro y fuera de la membrana (Figura 4.2 B). Entre los compuestos y moléculas
colectados, se encuentra una muestra representativa de los neurotransmisores que son
liberados en tiempo real en esa region.

Para infundir solucién Ringer en la CI, se utilizaron jeringas para microdialisis (1 mL) que
fueron montadas en una bomba de inyeccién continua (100 pump CMA Microdialysis;
Kista, Suecia). Las jeringas se conectaron con tuberia al sistema del brazo para
microdidlisis de libre movimiento EICOM Concise Freely Moving System (EICOM; San
Diego, E.E.U.U.). A este sistema se conectd la tuberia propia de la sonda de microdiélisis, la
cual se insertd en las canulas guia de los animales (Figura 4.3). Para verificar la entrada y
salida adecuada de microdializado se programé un flujo de 1.0 pL/minuto en las bombas
de inyeccion. Una vez verificado lo anterior, se cambio el flujo a 0.25 pL/ min y se mantuvo
asi hasta finalizar el protocolo. La insercion de la sonda se realiz6 45 minutos antes de la
fase de adquisicién de la prueba conductual de ORM. Este tiempo es necesario para
estabilizar el gradiente de solutos del espacio sindptico alrededor de la membrana.
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Figura 4.3 Ensamble del protocolo de microdialisis para la prueba de memoria de ORM. El montaje de
este sistema permite analizar la liberaciéon de neurotransmisores en tiempo real mientras los sujetos realizan
una prueba conductual.

Una vez finalizado el tiempo de estabilizacion, se inicié la recoleccién de fracciones de
microdialisis. Las muestras colectadas consistieron en 5 fracciones por sujeto, que fueron
recuperadas cada 15 min para acumular un volumen de 4 a 5 L por fraccién (F1-F5). Estas
fueron depositadas en viales conteniendo 1 puL de mezcla antioxidante (Acido L-ascérbico
25 mM, Na,EDTA 27mM y acido acético 1 M) y fueron almacenadas a -70°C hasta su

analisis.

Con el fin de establecer una linea basal, las primeras tres fracciones, F1, F2 y F3, se
obtuvieron antes del inicio de la fase de adquisicién de la tarea (ADQ). La fraccion F4 se
obtuvo durante la ejecucién de la fase, y la fraccion F5 se recuperd cuando esta finalizo.
Entre la tercera (F3) y cuarta fraccién (F4) se colecto la fraccion que se denomina tiempo
muerto (TM), que dura 29 min 43 s y compensa el tiempo que tarda en pasar el flujo por la
tuberia de salida hasta su recoleccion. Esto asegura que la F4 corresponda al tiempo en el
que el animal estaba adquiriendo la memoria en la fase de adquisicién de ORM. El célculo
del tiempo muerto toma en cuenta la longitud de la tuberia de la sonda y del sistema del
brazo, asi como el volumen interno de ambos y la velocidad del flujo.

Figura 4.4 Diagrama de la secuencia de recoleccion de fracciones durante la microdialisis para la
obtencién de muestras.
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Derivatizacion quimica

La deteccion de aminodcidos y neurotransmisores por el equipo de EC-FIL requiere de una
derivatizacion quimica. Para llevarla a cabo, se afiade el compuesto FQ ([3-(2-furoil)
quinolina-2-carboxialdehido], Molecular Probes; Invitrogen, Carlsbad, E.E.U.U.) a la
muestra. El FQ reacciona especificamente con aminas primarias para formar conjugados
altamente fluorescentes que son excitables por el laser. Esta reaccion fue catalizada por
cianuro de potasio (24.5 mM) disuelto en amortiguador de boratos (10 mM), y se lleva a
cabo a 65°C en oscuridad durante 15 min. Adicionalmente, se agrega el aminoacido O-
metil-L-treonina [0.0736 mM (Fluka; St. Louis, E.E.U.U.)] como un estandar interno para
verificar la reaccién.

Electroforesis capilar acoplada a fluorescencia inducida por laser (EC-FIL)

Las muestras de microdialisis fueron procesadas a través de la técnica de electroforesis
capilar con deteccién por fluorescencia inducida por laser (EC-FIL) para la determinacién
de dopamina y otros neurotransmisores, norepinefrina y GABA. Una vez derivatizadas las
muestras, éstas fueron procesadas en el equipo de electroforesis capilar P/ACE MDQ
(Beckman Coulter; Pasadena, E.E.U.U.). Las muestras son inyectadas a un capilar y se
corren en amortiguador de separacién [boratos 24.85 mM, dodecilsulfato sédico (SDS)
35.71 mM, beta-ciclodextrina 4.99 mM, urea 10 M y metanol 14.7%; pH: 9.2] a un voltaje
de 23 kV. Este amortiguador permite la separacién de moléculas de carga neutra por
migracién diferencial dada por el principio de flujo electro-osmético™®.

Mientras la muestra migra por el capilar, pasa por una ventanilla de detecciéon. Las
sustancias en el capilar fluorescen por la excitacién producida por el laser a la longitud de
onda de 488 nm. El detector LIF del equipo mide y registra la fluorescencia emitida por los
componentes de la muestra (Figura 4.5). Los datos registrados se transducen como picos en
un electroferograma de acuerdo a la concentracién del analito y al tiempo de migracion.
Estos fueron procesados en el software 32 Karat™ 8.0 (Beckman Coulter; Pasadena,
E.E.U.U.). La concentracion de dopamina fue determinada al comparar los patrones en los
electroferogramas y determinando el area bajo la curva.

13 E] flujo electroosmético se refiere a la migracion de un liquido (amortiguador) respecto a una superficie cargada (pared del
capilar) al aplicar un campo eléctrico. El tiempo de migracién de las moléculas contenidas en el amortiguador y que viajan a
través del capilar dependera de su masa y su carga.
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Figura 4.5 Deteccion de neurotransmisores por medio del equipo de electroforesis capilar. La muestra
derivatizada migra por el capilar, donde pasa por la ventana de deteccion y el detector registra la
fluorescencia emitida por los componentes de la muestra que fueron excitados por el laser.

Cuantificacion de neurotransmisores

El 4rea bajo la curva obtenida de dopamina, norepinefrina y GABA, se corrigid respecto al
volumen que se obtuvo de cada muestra y respecto al area bajo la curva del compuesto de
referencia (O-metil-L-treonina). La concentracion de dopamina fue obtenida a través de
una curva de calibracion especifica para el neurotransmisor. Esta concentracion fue
rectificada con el promedio de las fracciones F1, F2 y F3, que indican la concentracién basal
del neurotransmisor, y se presentd el resultado en valor porcentual. Los datos fueron
procesados y calculados en el software MS Excel (Microsoft; Redmond, E.E.U.U.).

4.4 Memoria de Reconocimiento de Objetos (ORM)

La tendencia natural de los roedores de tener una conducta exploratoria ante un estimulo
novedoso fue reportada por primera vez por Berlyne (1950). A partir de esta observacidn,
Ennaceur y colaboradores (1988) disefiaron la prueba de memoria de reconocimiento de
objetos (ORM: Object Recognition Memory) para estudiar la conducta de los roedores
cuando distinguen estimulos novedosos de los previamente conocidos. Cuando un roedor
identifica un objeto como novedoso, lo explora por mas tiempo que el objeto que reconoce
como familiar. Se sabe que la memoria de reconocimiento en roedores depende de regiones
del 16bulo temporal como la CI y corteza perirrinal (Balderas et al., 2008; Bermudez-
Rattoni et al., 2005; De La Cruz, et al., 2008). Este protocolo es una herramienta util para
el estudio del desempefio cognitivo de los roedores, ya que si un animal posee un déficit
cognitivo, se vera reflejado en la ejecucion de la conducta.
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Equipo y objetos

Como arena para el protocolo de ORM y OLM, se emplearon dos cajas cuadradas de
madera de 33x33 cm y 30 cm de altura con el piso cubierto de aserrin. A una de las paredes
de las cajas se afiadi6 una clave espacial de 28x4 cm con un patrén de rayas verticales
blancas y negras de 1.5 cm elevadas a 2 ¢cm del piso de éstas como una clave visual auxiliar.
Los objetos que los animales exploraron durante la tarea conductual, consistieron de 2
pares de objetos idénticos con tamafio y volumen similar construidas con bloques de
plastico de juguete (LEGO®; Billund, Dinamarca) (Figura 4.6). Cada objeto ya habia sido
sometido a una prueba de estandarizacién para evitar que su forma o color indujera una
preferencia espontdnea sobre otro objeto. Antes del inicio de cada sesién conductual de
cada uno de los sujetos, las cajas y los objetos fueron limpiados con etanol al 70% y el
aserrin reemplazado para evitar la impregnacion de olores.

A0 cm
v

\\\\\\\\1/777717 /

33 cm

A = 33 cm ' B

Figura 4.6 Equipo de protocolo de ORM. A: Esquema de la arena para la prueba de ORM.
B: Representacion de los pares de objetos utilizados durante la prueba.

Protocolo Conductual

El protocolo de ORM consiste de 5 fases, las cuales se llevan a cabo cada 24 horas (Figura
4.7). Las primeras tres fases consisten en la habituacion (HAB1 a HAB3), en la cual durante
tres dias, los animales fueron colocados en la arena (dentro de las caja) y la exploraron
libremente durante 10 min para que se familiarizaran con ella. En la fase de adquisicién
(ADQ), los ratones exploraron dos nuevos objetos colocados dentro de la arena durante 10
minutos. Después de 24 horas, se realizé la fase de memoria de largo plazo (MLP), en la
cual se presentd a los sujetos el mismo objeto de la fase anterior (familiar) y un objeto
novedoso, los cuales exploraron durante 10 minutos. Al principio de cada prueba, los
animales fueron colocados en el centro de la arena y los objetos son colocados
inmediatamente y de forma simultdnea. El par de objetos idénticos que se presenta en la
fase de ADQ se eligi6 de forma aleatoria para cada sujeto. Los sujetos tenian contacto
directo con los objetos pero los ultimos no podian moverse de lugar, y se encontraban
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posicionados simétricamente en medio de dos muros opuestos. La HAB3, la ADQ y la fase
de MLP fueron grabadas en su totalidad con una cdmara montada arriba de la caja para su
posterior andlisis. Los parametros medidos fueron el tiempo de exploraciéon (cs) de cada
objeto tanto en la fase de ADQ, como en la fase de MLP.

Figura 4.7 Protocolo de ORM. A los animales se les administr6 el tratamiento (D1-D5) 1 hora antes del inicio
de todas las fases de la tarea conductual. Los primeros tres dias, los animales fueron habituados a la arena
(HAB1-HAB3) durante 10 min. El dia de la cuarta dosis (D4), dos objetos iguales fueron presentados a los
animales para su exploracién (ADQ) por 10 min. 24 horas después se realizé la prueba de MLP, en la cual se
present6 un objeto novedoso y un objeto de la sesién anterior por 10 min.

Los criterios establecidos para identificar si el animal estaba explorando los objetos fueron
los siguientes: olfateo del objeto con un maximo de 3 cm de distancia del objeto, y contacto
directo con el objeto siempre y cuando fuera con la nariz; en ambos criterios es necesario
que los ojos del animal estén apuntando hacia el objeto. Si el animal se sienta o tira el
objeto no se considera como exploracion. De los tiempos de exploracién de la ADQ y de
MLP se calcula el indice de exploracién (IE), que es el cociente del tiempo de exploracién
de un objeto (O1 u 02), entre el tiempo total de exploraciéon (TTE; O1+02) (Ecuacién
4.1). El IE indica si existe preferencia por explorar un objeto sobre otro. De acuerdo al
indice, 1 es preferencia total por un objeto; 0.5 es la media hipotética, es decir, que los
objetos se exploraron por igual; y 0 es exploracién nula del objeto.

01 ] 0,

IE=——— ; IEF = ———
(01+032) (01+07)

4.1

Ademas de la obtencion del IE, se registrd el tiempo total de exploracion (TTE) (cs) para la
fase de ADQ y la fase de MLP para cada ratén. El TTE es la suma de la exploracién de
ambos objetos, y se midié para saber si los animales tratados con el farmaco exploraban los
objetos por mas tiempo que los animales vehiculo.

En esta prueba conductual se llevé a cabo el método de microdialisis de libre movimiento

que se menciond previamente (seccién 4.3, pdg.27) para medir la liberacién de
neurotransmisores en tiempo real. En el dltimo dia de habituacién (HAB3), los animales
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con canula implantada fueron habituados con un collar conectado al equipo de
microdidlisis, siendo estos el brazo de balanceo y una tuberia espiral eldstica. Para que el
tiempo de administracién y efecto de la dosis fuera el mismo en todos los grupos y en
todas las fases, a los animales con canula implantada se les insert6 la membrana 15 min
después de administrar la dosis para que el término del tiempo de estabilizacion del sistema
de microdidlisis no interfiriera y coincidiera con la hora del inicio de la fase de ADQ. Con
los animales que no tenian implante de canula se procedid en la fase de ADQ de la misma
forma que en las fases anteriores.

4.5 Memoria de localizacidén de objetos (OLM)

La prueba de memoria de localizacién de objetos (OLM) fue desarrollada por el equipo de
Ennaceur (1988) para evaluar la memoria espacial en roedores. A diferencia de otras tareas
conductuales, esta prueba no requiere entrenamiento previo o un reforzador
positivo/negativo, y al igual que la prueba de ORM, utiliza la conducta natural exploratoria
de los roedores ante un estimulo novedoso. En esta prueba, un roedor identifica unos
objetos en una ubicacion especifica, y si uno de los objetos es movido de su posicion
después de un determinado periodo de tiempo, el roedor tenderda a explorar por mas
tiempo el objeto desplazado de su ubicacion si tiene recuerdo de su posicion previa (Murai
et al., 2007). Esta tarea conductual depende mayormente del hipocampo.

Protocolo Conductual

El protocolo de OLM comprende de 2 fases, considerando que los animales ya se
encuentran habituados a la arena. El equipo y objetos empleados para este protocolo fue el
mismo que el descrito en la prueba de ORM (pédg. 31). En la fase de adquisiciéon (ADQZ2),
los ratones exploraron durante 10 minutos los mismos objetos en la misma ubicacion en la
que le fueron presentados en la fase de MLP de la tarea de ORM. Después de 24 horas, se
realizé la fase de memoria de largo plazo (MLP2), en la cual durante 10 minutos, los
ratones exploraron los objetos a los que estaban familiarizados pero uno de los objetos fue
desplazado a una nueva ubicacién (Figura 4.8). Al principio de cada prueba, los animales
fueron colocados en el centro de la arena y los objetos fueron posicionados inmediatamente
y de forma simultdnea. El objeto que fue desplazado de su ubicacion original se eligié de
forma aleatoria para cada sujeto. Los sujetos tenian contacto directo con los objetos pero no
podian moverse de lugar y fueron posicionados simétricamente en la arena. La ADQ2 y
MLP2 fueron grabadas en su totalidad con una camara montada arriba de la caja para su
posterior andlisis. Los parametros medidos fueron el tiempo de exploraciéon (cs) de cada
objeto tanto en la fase de ADQ2 como en la fase de MLP2.

MEMORIA DE LOCALIZACION DE OBJETOS (OLM) 34



METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 4.8 Protocolo de OLM. A los animales se les administr6 el tratamiento (D6-D7) 1 hora antes del inicio
las fases de la tarea conductual. El dia de la sexta dosis (D6), los mismos objetos presentados en la sesién de
MLP de la tarea de ORM fueron presentados a los animales para su exploracién (ADQ2) por 10 min. 24 horas
después se realizo la prueba de MLP2, en la cual se presentd un objeto en una ubicacién novedosa y un objeto
en la ubicacién familiar por 10 min.

Los criterios para identificar el comportamiento exploratorio del animal fueron los mismos
que se emplearon para la prueba de ORM (pag. 31). A partir de los tiempos de exploraciéon
de la ADQ2 y de MLP2, se calculd el indice de exploracién (IE2), siendo éste el cociente del
tiempo de exploracion del objeto en la ubicacién familiar (UF) o ubicacién novedosa (UN),
entre el tiempo total de exploracién (TTE2; UF+UN) (Ecuacion 4.2). De acuerdo al indice,
1 es preferencia total por una ubicacién; 0.5 es la media hipotética, es decir, que ambas
ubicaciones se exploraron por igual; y O es exploracién nula de una ubicacidn.

1E2 =2 . JE2 =Y pacien 42)
(UF+UN) (UF+UN)

Ademads de obtener el IE2, se registrd el tiempo total de exploracion (TTE) (cs) para la fase
de ADQ2 y la fase de MLP2 para cada ratén.

4.6 Laberinto acuatico de Morris (MWM)

El laberinto acuatico (MWM: Morris Water Maze) es una prueba conductual desarrollada
por R. Morris (1984). La caracteristica esencial de este protocolo es que el sujeto es
colocado dentro de un tanque circular lleno de agua, del cual puede escapar nadando a una
plataforma sumergida oculta a la vista. Con entrenamiento, los animales aprenden a
encontrar el emplazamiento de la plataforma utilizando claves visuales que se encuentran
fuera del tanque. Si la plataforma se remueve del tanque después de que lo roedores fueron
entrenados, se espera que los animales naden sobre el area donde se encontraba la
plataforma si recuerdan su localizacion. Esta tarea permite medir la eficiencia de
aprendizaje de los animales asi como la retenciéon de la memoria espacial basada en un
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reconocimiento visual. Este tipo de memoria espacial se procesa principalmente en el

hipocampo.

Equipo

La arena del MWM consisti6 en un tanque circular de plastico de 110 cm de didmetro y 65
cm de altura lleno con 237.6 L de agua (Figura 4.9). El agua se mantuvo entre 20-22°C, se
higieniz6 con un 0.01% de cloro, y fue opacada con pintura blanca lavable para ocultar la
plataforma. El tanque se encontraba en un cuarto donde habian cuatro claves visuo-
espaciales, dos consistiendo en imagenes adheridas a un muro contiguo al tanque y otras
dos consistiendo en dos personas realizando el experimento (Figura 4.9 A).

cuadrante
plataforma

cuadrante
opuesto

A B

Figura 4.9 Equipo de MWM. A: Esquema de equipo de la prueba de MWM. B: El tanque se dividié en cuatro
cuadrantes virtuales, en uno de los cuales se encontraba la plataforma. Los niimeros indican las 4 posiciones en
las que los animales fueron colocados en el tanque al inicio de cada ensayo y de forma secuencial.

Entrenamiento y Protocolo

Los ratones fueron entrenados para nadar a una plataforma cuadrada de plastico blanco de
12x12 cm que se encontraba sumergida a una profundidad de 1.5 cm y era invisible para
los sujetos. La plataforma se colocé en uno de los 4 cuadrantes virtuales del tanque y se
mantuvo en el mismo lugar durante el entrenamiento (Figura 4.9 B). En cada ensayo, el
ratéon fue colocado en el tanque en una de las cuatro posiciones de inicio de forma
secuencial. Una vez en el tanque, cada ratén nad¢ libremente para encontrar la plataforma
sumergida. Si éste fallaba encontrarla en el lapso de 60 segundos, era guiado con una mano
hacia la plataforma y se permitia su permanencia en ella durante 10 segundos. Después de
cada ensayo, el raton se removia de la plataforma y descansaba fuera del tanque en una
caja con calefaccion durante 1 minuto, hasta el comienzo del préximo ensayo. Cada ratén
llevo a cabo 4 ensayos por entrenamiento durante 4 dias consecutivos (Figura 4.10).

LABERINTO ACUATICO DE MORRIS (MWM) 36



METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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Figura 4.10 Calendario del protocolo de MWM. 1 hora después de administrar la dosis correspondiente (D8-
D11), los animales tuvieron 4 entrenamientos (E1-E4). Cada entrenamiento tuvo 4 ensayos (el-e4), cada uno
de una duracién de 60 segundos en una de las 4 posiciones. 4 dias después del E4 y 1 hora después de la D16,
se realizé la MLP, la cual dur6 60 segundos.

La fase de memoria de largo plazo (MLP) evalu6 la retencion de la memoria espacial. Esta
se llevd a cabo 4 dias después del ultimo dia de entrenamiento. Antes de la prueba se
removié la plataforma y consistié en un nado libre durante 60 segundos para cada sujeto.
Los animales fueron monitoreados por una cdmara montada en el techo que grabd la
totalidad de la pruebas para su analisis. Los parametros medidos durante la prueba para
saber si los animales recordaron la posicion de la plataforma fueron: latencia inicial para
llegar a la plataforma (s), que mide tiempo que tarda cada animal en tocar el perimetro
virtual de la plataforma por primera vez; ntimero de cruces sobre la plataforma (n), que se
registra cada vez que el animal cruza minimo 2 puntos del perimetro virtual de la
plataforma; medicién del tiempo que pasoé el ratéon nadando en el cuadrante virtual opuesto
a la plataforma (s); y tiempo de nado en el cuadrante de la plataforma (s). Para saber si el
tratamiento con el farmaco hacia que los animales nadaran mas rapido, se calculd la
velocidad media (cm/s), que es el promedio de la velocidad de nado de la trayectoria del
animal durante los 60 segundos de la prueba. La velocidad de nado se midi6 a través del
complemento TrackMate (Jagaman et al., 2008) del software Fiji (Schindelin et al., 2012).

4.7 Cuantificacion del BA

Sacrificio y analisis de tejido cerebral

Los animales fueron letalmente anestesiados con una dosis de 210 mg/kg de pentobarbital
para ser perfundidos intracardialmente con solucion salina al 9%. Inmediatamente después
fueron perfundidos con solucion de fijacion (paraformaldehido al 4 % y soluciéon
amortiguadora de fosfatos 0.2 M con pH de 7.4). Los cerebros fueron extraidos y
almacenados en solucién de fijacién por un minimo de 24 h, para después almacenarse a
una solucién de sacarosa al 30% por 48 h como crio-proteccién. El extremo de las colas se
corté 2 mm y se almacend a -20°C para genotipificacion de los animales. De los cerebros se
obtuvieron crio-secciones en un criostato (Leica; Wetzlar, Alemania) de tejido coronales de
40 pm de todo el cerebro, los cuales se mantuvieron en flotaciéon en soluciéon TBS (Trizma
base + solucidn salina 0.9%) 0.1 M. Algunos de los cortes se montaron en portaobjetos y se
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tifieron con violeta de cresilo para detectar el sitio de lesion en ratones sometidos a cirugia
de canulacion.

El efecto del tratamiento de levodopa sobre la acumulacion del BA se evalué por medio de
un analisis semi-cuantitativo de la sefal positiva al BA, la cual fue detectada empleando las
técnicas de inmunofluorescencia e inumnohistoquimica de diaminobencidina (DAB). Ambas
técnicas funcionan con el mismo principio, en el cual es posible detectar una estructura
especifica (antigeno) de una célula o tejido por medio de un anticuerpo que la reconoce de
forma especifica. Una vez que el anticuerpo se ha unido a su antigeno, se pueden emplear
varios métodos para hacer visible esta interaccion, como es el uso de fluoréforos o
reacciones quimicas, para hacer posible su anadlisis. Ambas técnicas de inmunohistoquimica
se realizaron en flotacion en placas de plastico de 24 pozos. En todos los casos, se trataron
2 cortes por pozo y cada corte perteneciendo a un ratén de distinto grupo de tratamiento
que el otro. Los cortes fueron elegidos acorde a una distancia de Bregma aproximada que
concordara con las regiones de interés: para CI y corteza motora fue préximo a Bregma
1.145 mm; para el hipocampo y la amigdala se eligieron préximos a Bregma -2.055 mm. El
anticuerpo utilizado para detectar el BA en tejido fue el 6E10 (Covance, Princeton,
E.E.U.U.), siendo reactivo a los residuos 1-16 de amino 4cidos del BA. El epitope' se
encuentra entre los aminodcidos 3-8 del péptido PA (siendo la secuencia de aminodcidos
EFRHDS).

Inmunofluorescencia

El protocolo de inmunofluorescencia se realizé con lavados de solucién amortiguadora TBS
0.1 M, TBST (Trizma base 0.1 M y Tritén al 0.1%), y solucién de bloqueo [BSA (albimina
bovina sérica) al 5% + TBST]. Para la deteccién de PA se expusieron epitopes del tejido
con acido férmico al 88% durante 5 minutos. El anticuerpo primario anti-BA 6E10 (1:500;
Covance; Princeton, E.E.U.U.) fue incubado en solucién bloqueo durante 20 horas a 4°C en
agitacion. Al finalizar la incubacion, el anticuerpo secundario anti-ratén acoplado al
fluoréforo FITC (1:250; GeneTex; Irvine, E.E.U.U.) fue utilizado para reconocer la
presencia del anticuerpo primario y revelar la presencia de BA. Al finalizar el protocolo, las
secciones tratadas fueron montadas en laminillas silanizadas con medio de montaje para
fluorescencia (Dako; Carpinteria, E.E.U.U.).

Inmunohistoquimica de DAB

En las inmunohistoquimicas de DAB se utilizé TBS 0.1 M, TBST, y solucién de bloqueo para
hacer los lavados. La inactivacién de peroxidasas enddégenas se realizd con perdxido de
dihidrégeno al 0.6% y la exposicién de epitopes se hizo con dcido férmico al 70% durante 5
minutos. El anticuerpo primario anti-BA 6E10 (1:500; Covance, Princeton, E.E.U.U.) fue

14 Epitope: porcién o secuencia de una macromolécula que es reconocida por un anticuerpo.
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incubado en solucién bloqueo durante 20 horas a 4°C en agitacién. Después de la
incubacidn, se hicieron lavados con TBS para afiadir el anticuerpo secundario biotilinado
anti-ratén (1:250; Vector; Burlingame, E.E.U.U.). 1 hora después el anticuerpo secundario
se incubd con avidina y peroxidasa con el ABC Kit (Vector; Burlingame, E.E.U.U.) para la
formacion del complejo biotina-avidina-peroxidasa. Al final se afiadié DAB (3,3,4,4-
Bifeniltetramina; Sigma Aldrich; St. Louis, E.E.U.U.), que reaccion6 con la peroxidasa para
revelar BA. Al terminar el protocolo las secciones tratadas fueron montadas en laminillas
tratadas con gelatina y resina de montaje Permount (Fisher Scientific; Waltham, E.E.U.U.).

Procesamiento de imagenes

Para llevar a cabo la cuantificacion, se tomaron microfotografias del tejido tratado con
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en las regiones de CI, hipocampo, amigdala, y
corteza motora en ambos hemisferios del cerebro. Dependiendo de su extension, se
tomaron un numero aproximado de microfotografias por cada region para posteriormente
ser reconstruidas en una imagen de mayor tamafio y abarcando la regién completa. Para
considerar a un raton en la cuantificacion, tenia que tener minimo 2 repeticiones por cada
region. En el caso de los cortes tratados con inmunofluorescencia, se tomaron
microfotografias con un microscopio confocal de fluorescencia (Olympus; Tokio, Japdn)
con filtros para el fluoréforo FITC, a un aumento de 30x y una apertura confocal de 2.5x.
Para los cortes tratados con DAB, se tomaron microfotografias con un microscopio 6ptico
(Zeiss; Jena, Alemania) con una cimara montada a un aumento de 20x.

Las imdagenes obtenidas por ambos microscopios fueron procesadas con el software Fiji
(Schindelin et al., 2012). Las regiones de interés fueron reconstruidas en mosaicos y
recortadas para permitir el andlisis de un area homogénea y que resultara comparable entre
distintos sujetos El area elegida para cada region fue: 1800x940 um para CI, 1300x1300
pm para corteza motora, y 700x900 pm para amigdala. Para hipocampo, el andlisis se
dividié en 2 subregiones: 2300x700 um para la regién de CA1l y 900x600 um para CA3
700x700 pm. Una vez recortadas, se realizé un conteo de particulas positivas a sefial del BA
utilizando Analyze Particles, software complemento de Fiji. Esto se llevéd a cabo generando
imagenes que son mascaras en blanco y negro de las regiones de interés, en las cuales se
registran las dreas oscuras de la imagen que corresponden a sefial inmunoreactiva positiva
a PA. Esta sefial es cuantificable en forma de particulas y su consideracion como sefial
positiva o negativa depende de su valor umbral grafico (threshold), valor de circularidad, y
tamafio de la particula. Para todas las fotografias, se fijaron los mismos parametros de
analisis de acuerdo a la region de interés.
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Genotipificacion

Para verificar que los sujetos utilizados en el experimento fueran transgénicos, se realizd
una genotipificacién por medio de PCR" . Las colas obtenidas de los ratones fueron
maceradas con solucién de lisis Alcalina (250 uL. de NaOH 10N + 40 uL. EDTA 0.5 M + 100
mL de H,0) y se incubaron 1 hora a 95°C. Después se afiadid solucién de neutralizacion [4
mL de Tris HCl 40mM + 100 de H20] vy se centrifugaron las muestras (4°C a 12500 rpm
por 2 min). A las muestras se les afiadié la mezcla de primers con los reactivos
correspondientes (Coral Load + dNTPs + Taq Pol + H20) y se colocaron en el
termociclador de PCR para su procesamiento. La secuencia de los primers'® utilizados se
muestra en la Tabla 4.1. Posteriormente, a las muestras resultantes del PCR se les afiadio la
solucion de digestion [solucién amortiguadora NEB 10x + BSTII (enzima de restriccion) +
H,O] durante 2 h a 37°C.

Elemento de DNA Gen que identifica Secuencia del primer

STAU REV Tau humana 5" TCCAAAGTTCACCTGATAGT &
APPInternal 5’ APP humano 5" GCTTGCACCAGTTCTGGATGG 3’

Thy 12.4 Elemento regulatorio Thy 1.2 5" GAGGTATTCAGTCATGTGCT 3’

PS1k 13 Presenilina mutada 5" CACACGCACACTCTGACATGCACAGGC &
PS1k 15 Presenilina mutada 5" AGGCAGGAAGATCACGTGTTCCAAGTAC &

Tabla 4.1 Secuencia de los primers para PCR.

Los productos de la digestion fueron identificados por medio de electroforesis en un gel de
agarosa. Se cargaron 10 uL de cada muestra por carril de gel y fueron corridas en solucién
amortiguadora TBE 0.5 M a 45 V durante 1 hora. El gel fue tefiido con bromuro de etidio
para marcar los sitios de presencia de DNA. Los genes APP y MAPT fueron observados en el
gel en los pesos moleculares de 500 y 350 y PS1 300 y 250.

4.8 Analisis estadistico

En el protocolo de ORM y OLM, se utilizaron pruebas t de student para comparar los IE e
IE2 en las fases de ADQ y MLP y ADQ2 y MLP2. En la fase de ADQ e ADQ2, los animales
que tuvieron un indice igual a 0 o 1 para alguno de los objetos fueron excluidos (ADQ,
n=1; ADQ2, n=0), considerando que se requiere la exploracién de ambos objetos para
posteriormente poder hacer distinciéon de la novedad/familiaridad. Los ratones que tuvieron
un IE o IE2 mayor a 0.7 en la fase de ADQ/ADQ2 fueron excluidos (ADQ, n=2; ADQ2,
n=1), ya que presentan preferencia por un objeto idéntico a otro y es un fendémeno

15 PCR significa reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction). Esta es una técnica de biologia molecular
cuyo objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de DNA especifico, por medio de un primer y una
enzima que lo multiplica. La gran cantidad de copias facilita la identificacién del fragmento de DNA deseado.

16 primer (cebador): hebra corta de dcidos nucleicos que sirve como punto de partida para la sintesis de DNA.
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estadisticamente fuera de la media. Los resultados son presentados en graficas de barras.
Para el analisis de los tiempos totales de exploracién (TTE) en la fase de ADQ/ADQ?2 y
MLP/MLP2, se utiliz6 la prueba de ANOVA de 1 via con prueba post hoc Bonferroni.

Los cambios de liberacién de dopamina, norepinefrina y GABA durante la fase de ADQ
medidos durante el protocolo de ORM (F1 a F5), fueron analizados con ANOVAs de un
factor con cinco niveles de medidas repetidas y analisis post-hoc para miuiltiples
comparaciones Fisher Least Significant Difference (LSD). Los resultados estan presentados en
una grafica lineal y se expresan en porcentaje de liberacidn basal.

Para el andlisis de la prueba de MWM, se realizé una ANOVA de 2 vias con medidas
repetidas para analizar la relacién entre el tratamiento (Levodopa o vehiculo) y la latencia
para llegar a la plataforma (s) durante los dias de entrenamiento, con prueba post hoc
Bonferroni. Este analisis se hizo con el promedio de ensayos por dia (por entrenamiento) y
estd representado en gréficas lineales. Los analisis del ntimero de cruces, la latencia a
plataforma en la prueba de MLP, el tiempo en cuadrante de plataforma, tiempo en
cuadrante opuesto y velocidad de nado fueron analizados con pruebas t de student y estan
expresados en graficas de barras.

La cuantificacién de la acumulacion del BA fue analizada por pruebas t de student, donde
los resultados estan expresados en graficas de barras y se compara el nimero de somas
positivas a BA entre tratamientos en las regiones de CI, hipocampo (CAl y CA3), amigdala
y corteza motora.

Todos los anélisis estadisticos se hicieron con el software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad;

La Jolla, E.E.U.U.) y StatView (Abacus Corp.; California, E.E.U.U.), y la recoleccion de datos
con MS Excel (Microsoft; Redmond; E.E.U.U.).
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5 Resultados

5.1 Efecto del tratamiento con levodopa en los niveles de
dopamina en Cl durante la prueba de ORM

Para determinar si la administracion de levodopa produce un incremento en los niveles de
dopamina en CI durante la fase de ADQ del ORM, se analiz6 la concentracién extracelular
de dopamina en las muestras de microdidlisis mediante EC-FIL. Observamos un incremento
significativo en el porcentaje de liberacién de dopamina durante la exploracion de los
objetos, en el grupo tratado con levodopa (n=4) respecto al grupo vehiculo (n=4)
(F14=6.575 *p=0.0167) (Figura 5.1).

Al realizar un andlisis post-hoc con la prueba Fisher Least Significant Difference (LSD), se
reveld que el porcentaje de liberaciéon de dopamina en los animales tratados con levodopa
incrementa de manera significativa durante la fraccién que corresponde a la exploracion
durante la fase de ADQ respecto a la linea base (F3-F4, *p=0.0140) y a la fraccion
posterior (F4-F5, *p=0.030). Estos resultados indican que la administracién de levodopa
restaura la liberaciéon de dopamina en CI de los ratones 3xTg-AD durante la ADQ del ORM.

El andlisis de la liberacién de los neurotransmisores norepinefrina (NE) (F4=1.160,

p=0.2922) y GABA (F4=0.625, p=0.4371) mostré que la concentracion extracelular de
dichos neurotransmisores no cambia durante la fase de adquisicién del ORM.
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Figura 5.1 La administraciéon de levodopa incrementa los niveles de dopamina. Gréficas que
expresan el respectivo porcentaje de liberaciéon de dopamina (DA), norepinefrina (NE), y GABA en
cada fraccién de microdidlisis (F1-F5). La F4 corresponde al tiempo en que el animal estd en la fase de
adquisicién de la tarea de ORM. Los animales tratados presentan un incremente significativo de
liberacién de dopamina respecto al grupo vehiculo (*p=0.0167).

5.2 Efecto del tratamiento con levodopa sobre la memoria de
reconocimiento en el modelo 3xTg-AD

El efecto del tratamiento de levodopa sobre la memoria de reconocimiento de los ratones
fue evaluado a través del protocolo de ORM. Se midieron los tiempos de exploracién de los
sujetos y se obtuvieron los IE para la fase de ADQ y la fase de MLP. En la fase de ADQ,
encontramos que los ratones de ambos tratamientos [(levodopa (LD); vehiculo (Veh)]
exploraron los objetos idénticos de manera similar y no hubo diferencia significativa entre
el IE de éstos (ny,=11, p= 0.4369; n;p,=16, p=0.6523). Los indices obtenidos indican que
los ratones no mostraron preferencia por alguno de los objetos. En la MLP, se encontré que
el grupo tratado con levodopa pudo distinguir al objeto familiar del objeto novedoso,
contrario al grupo vehiculo, que exploré ambos objetos por igual e indica no hubo
deteccion de un objeto novedoso (ny,=11, p= 0.6176; n;p,=16, ***p=<0.0001). Los datos
obtenidos confirman que los ratones 3xTg-AD de 11 y 12 meses presentan un déficit en la
memoria de reconocimiento que puede ser restaurado con la administracién de levodopa
(Figura 5.2).
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Los tiempos totales de exploracién (TTE) fueron analizados para saber si habia alguna
diferencia en el tiempo de exploracion entre los tratamientos. Los resultados indicaron los
sujetos tratados con levodopa tuvieron variaciones significativas en el TTE entre la ADQ y
MLP (F(515 =6.502, p= 0.0008). Al realizar una prueba U de Mann-Whitney no se hallé
una interaccion significativa entre las variables (n;,=7, p=0.1935). En el grupo vehiculo no
hubo diferencias significativas entre el TTE de la fase de adquisicién y memoria de largo
plazo (ny.,=11, p= 0.1091; n;,=16, p=0.1190), asi como no se encontraron diferencias en
el tiempo al comparar las fases entre tratamientos (ADQ, p=0.5333; MLP, p=0.8002)
(Figura 5.2)., lo que indica que la levodopa no produce un cambio en el comportamiento
de los animales respecto al tiempo de exploracion de los objetos.

A B

Figura 5.2 La administraciéon de levodopa mejora la memoria del reconocimiento de objetos (ORM). A:
Indice de exploracién (IE) durante la fase de adquisicién (ADQ) y memoria de largo plazo. En la ADQ, los
animales exploraron 2 objetos idénticos (O1 y O2) durante un tiempo similar. Durante la prueba de MLP, los
ratones tratados con levodopa (n=16) distinguieron el objeto novedoso (ON) del objeto familiar (OF)
(***p=<0.0001), a diferencia de los animales no tratados (Veh; n=11). En la grafica, cada barra representa el
IE de cada objeto, y la linea punteada representa la media hipotética. Los datos se presentan en promedio *
error estdndar. B: Gréfica de Tiempo total de exploracién (TTE) expresado en centésimas de segundo (cs) de
ambos grupos en las fases de ADQ y MLP.

Estos resultados comprueban que el tratamiento sub-agudo con levodopa mejora el
desempefio de los ratones 3xTg-AD en una tarea de memoria de reconocimiento, lo que
quiere decir que la restauracién de la actividad dopaminérgica por medio de este farmaco
tiene efectos observables a nivel conductual y de relevancia cognitiva.
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5.3 Efecto del tratamiento con levodopa en la ejecucion
conductual de la memoria espacial en el raton 3xTg-AD

Memoria de ubicacion de objetos (OLM)

La primera prueba conductual para evaluar si la administraciéon de levodopa producia
cambios en la ejecucion de la memoria espacial fue OLM. Los tiempos de exploracién de los
ratones fueron registrados para obtener el IE2 para la fases de ADQ2 y MLP2. En primera
fase se encontré que los animales de ambos tratamientos exploraron los objetos durante
tiempos similares y no se hallé diferencia significativa entre el IE2 de éstos (ny,=7, p=
0.3796; n;,=7, p=0.4134), lo cual indica que no hubo preferencia por alguno de los
objetos. En la MLP2, se observé que ambos grupos exploraron el objeto en la ubicacién
familiar y el objeto en la ubicacion novedosa por igual, (ny.,,=7, p= 0.7539; n,=7,
p=0.7722) (Figura 5.3).

Figura 5.3 El tratamiento con levodopa no modifica la memoria de ubicacion de objetos (OLM).
A: Indice de exploracién (IE2) durante la fase de adquisicién (ADQ2) y memoria de largo plazo
(MLP2). En la ADQ2, los animales exploraron en tiempo similar los mismos objetos (01 y 02)
presentados en la fase de MLP de ORM. Durante la prueba de MLP2, se encontrd que ninguno de los
grupos (Levodopa, n=7; Veh, n=7) explord por mds tiempo alguno de los objetos. En la gréfica, cada
barra representa el IE2 de cada objeto, y la linea punteada representa la media hipotética. Los datos se
presentan en promedio * error estandar. B: Grafica de tiempo total de exploracién (TTE) expresado
en centésimas de segundo (cs) de ambos grupos en las fases de ADQ2 y MLP2. Los animales tratados
con levodopa mostraron un incremento significativo en el tiempo de exploracién en la fase de MLP2
(*p=0.0175) respecto a la fase de ADQ2.

Para conocer si habia diferencia entre el tiempo de exploracion entre tratamientos, se
realizé un analisis adicional de los tiempos totales de exploraciéon (TTE) tanto para la fase
de ADQ2 como MLP2 del protocolo conductual. Los resultados arrojaron que los animales
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tratados con levodopa presentaron variaciones significativas en el TTE entre la ADQ2 y
MLP2 (F6=5.968, p= 0.0471). Se realizé una prueba U de Mann-Whitney y se encontrd
una diferencia significativa entre las variables (n,,=7 *p=0.0175). El grupo vehiculo no
tuvo diferencias en la exploracién (ny.,=7, p=0.2531), y no se encontraron diferencias en
TTE al comparar las fases entre tratamientos (Figura 5.3). Los resultados sugieres que el
tratamiento sub-agudo con levodopa no produce una mejora significativa en el IE2 durante
la tarea de OLM en los ratones 3xTg-AD, pero los ratones tratados con levodopa
incrementan su exploracién durante la fase de MLP de la prueba de OLM.

Laberinto acuatico de Morris (MWM)

Para determinar el efecto del tratamiento en esta tarea de memoria espacial, se midio el
tiempo que le tomé a cada sujeto en llegar a la plataforma en cada ensayo y se realizé un
promedio de todos los ensayos por cada dia de entrenamiento. Los resultados obtenidos
indican que el tratamiento con levodopa no mejora el aprendizaje y ejecucion de la tarea
conductual, al no existir una diferencia significativa entre tratamientos (ny.,=10, n;p=11)
en el tiempo medido de latencia a la plataforma (F;,5=2.39, p=0.1387). Ambos grupos
mostraron una curva de aprendizaje similar, en la cual se observa una tendencia que con el
transcurso de los ensayos y dias de entrenamiento, hay una disminucién significativa del
tiempo requerido para llegar a la plataforma (Fss;,=21.33, p=<0.0001) (Figura 5.4).
Después de los 4 dias de entrenamiento, se realizé la prueba de MLP. Los animales que no
disminuyeron el tiempo de latencia a la plataforma en los dias de entrenamiento fueron
excluidos (n=1). Dos animales (n=2) con tratamiento vehiculo murieron antes de la
realizacién de la prueba de MLP, por lo que sus datos también fueron excluidos.

Figura 5.4 El tratamiento con levodopa no tiene efecto en el aprendizaje del MWM. Latencia a
plataforma(s) en relacién a entrenamientos. Los animales fueron entrenados para nadar a la plataforma
sumergida en 4 entrenamientos (E1-E4). Cada entrenamiento representa un dia y es el promedio de 4
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La prueba de MLP evalud si los sujetos recordaban la localizacion de la plataforma. Para
ello, la plataforma se removié durante toda la sesién, consistiendo de un nado libre que
tuvo una duracién de 60 segundos para cada sujeto (Figura 5.6). Durante ese tiempo, se
midieron 4 pardmetros que ayudaron a comparar el nivel de retencién de memoria
espacial: latencia inicial para llegar a la plataforma (s), nimero de cruces sobre la
plataforma (n), tiempo en el cuadrante virtual opuesto a la plataforma (s), y tiempo nado
en el cuadrante de la plataforma (s). Estos parametros fueron comparados entre los grupos
vehiculo y con tratamiento con levodopa (Figura 5.5). Al realizar el conteo del ntimero de
cruces sobre el perimetro de la plataforma, se encontré que no hubo diferencias entre
tratamientos (ny.,=10, n;p,=11; p=0.4670). El tiempo de latencia a la plataforma fue
comparado entre los grupos y no se observaron diferencias significativas (p=0.1057). Tanto
en tiempo de nado en el cuadrante de ubicacion de la plataforma (p=0.6162), como en el
tiempo de nado en cuadrante opuesto a la plataforma (p=0.4347), no se observd que los
sujetos tratados con levodopa mejoraran su desempefio respecto al grupo vehiculo. El
tratamiento con el farmaco tampoco tiene influencia en la velocidad de nado, ya que no se
encontrd distinta entre los grupos (p=0.3188). Los resultados observados muestran que el
tratamiento sub-agudo con levodopa no produce una mejora significativa en la ejecucion de
la tarea de MWM.

Figura 5.5 El tratamiento con levodopa no tiene efecto en la prueba de MLP del MWM (graficas A-E).
A: Numero de cruces sobre la plataforma en la prueba de MLP. B: Latencia a plataforma en MLP. C: Tiempo
de nado en cuadrante correspondiente a la ubicacién de la plataforma. D: Tiempo de nado en cuadrante
opuesto a plataforma. E: Velocidad media. La grafica muestra el promedio de la velocidad de toda la
trayectoria de nado durante la MLP.
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Figura 5.6. Ejemplo de la trayectoria que realizé un ratén en la
prueba de MLP detectada por el software Fiji.

5.4 Efecto del tratamiento con levodopa sobre la acumulacion
del BA

El andlisis histoldgico permitié evaluar si la administracién de levodopa disminuia la
acumulacion del PA en el cerebro de los animales en las regiones CAl y CA3 de
hipocampo, CI, corteza motora, y amigdala. Las regiones de interés fueron elegidas por su
relevancia en procesos de memoria, incluyendo la memoria de reconocimiento y memoria
espacial. De acuerdo a cada region, las secciones de cerebro de los ratones se acotaron
acorde a una distancia de bregma aproximada y fueron tratados con inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica de DAB para la deteccion del BA.

Las microfotografias tomadas del tejido tratado con inmunofluorescencia demostraron la
presencia del BA en ambos grupos experimentales y en todas las regiones analizadas
(Figura 5.7). Tanto en las inmunofluorescencias como en las inmunohistoquimicas de DAB,
la deteccion del BA fue casi exclusivamente PA intraneuronal, no habiendo una detecciéon
notoria de placas seniles por el anticuerpo utilizado.

Para determinar si existian diferencias en la acumulacion del BA entre tratamientos, se
procesaron las imagenes de mascara de las fotografias del tejido tratado con
inmunohistoquimica de DAB y se cuantificaron el nimero de somas inmunoreactivos a
sefial del PBA. Dependiendo de su extension, se tomaron un numero aproximado de
microfotografias por cada region (12 para la corteza, 12 para el hipocampo y 4 para la
amigdala) y por cada hemisferio, y fueron reconstruidas en una imagen de mayor tamafio y
abarcando la regién completa. Los ratones que no obtuvieron el minimo de 2
reconstrucciones y repeticiones por regién, fueron excluidos de la cuantificacién. Los
resultados mostraron que en la regién de CI hay una disminucidn significativa en la
acumulacion del BA en los ratones tratados con levodopa respecto a los vehiculo (ny.,=38,

n;,=8; ***p=0.0008), y en CAl se observa una tendencia similar al presentar una
diferencia significativa de presencia del BA entre tratamientos (ny.,=8, n;p,=8; *p=0.0493).

En las regiones de corteza motora (ny,=8, n,p=9; p=0.2071), CA3 (ny,=8, np=38;
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p=0.1888), y amigdala (ny.,,=7, np=7; p=0.7432) no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Las imdgenes y graficas del analisis estan representados en la
Figura 5.8. Aunque no tiene un efecto global, estos datos demuestran que el tratamiento
sub-agudo con levodopa disminuye la acumulacion del BA intraneuronal.
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Figura 5.7 Acumulaciéon de BA en los ratones 3xTgAD. A: Las regiones elegidas para el andlisis de la
acumulacién de BA son corteza insular (CI), corteza motora (CtxM), CA1 y CA3 en hipocampo, y amigdala
(AMY). Modificado de Hong Wei para el Allen Institute (2008). B: Inmunofluorescencias representativas de BA
de los grupos vehiculo (VEH) y levodopa (LD) de cada regidn. La barra de escala en cada imagen representa
100 pm.
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Figura 5.8 El tratamiento con levodopa disminuye la acumulacién de BA en CI e hipocampo. A:
Microfotografias representativas de la inmunohistoquimica con DAB en las regiones de CI, CtxM, CAl, CA3 y
AMY de los grupos vehiculo (VEH) y levodopa (LD). La barra de escala en cada imagen representa 100 um. B:
Maéscaras resultantes de la cuantificaciéon de particulas positivas a BA en las microfotografias. C: El andlisis
estadistico de los resultados de la cuantificacién mostré una disminucién significativa en la acumulacién de BA
en los sujetos tratados con levodopa (LD), en las regiones de CI (***p=0.0008) y CA1 (*p=0.0493) respecto al

oriinn vehicnla
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6 Discusion

6.1 Efecto de la administracion levodopa sobre los niveles de
dopamina y la memoria de reconocimiento

Con base en los resultados obtenidos de liberacién de dopamina durante el protocolo de
ORM, la administracién de levodopa restaura la liberacion de este neurotransmisor en la CI
durante la fase de adquisicién de la tarea de ORM. Este hallazgo va de acuerdo a lo
reportado por Guzmdn y colaboradores (2012), quienes encuentran que un tratamiento
agudo con un inhibidor de recaptura de dopamina, restaura la liberaciéon de dopamina en la
CI durante el ORM y mejora la memoria a largo plazo. En este caso el tratamiento con
levodopa con la dosis administrada esta incrementando la sintesis de dopamina a un nivel
fisiolégicamente relevante. La CI es una region sensible a la dopamina, ya que tiene una
alta densidad de fibras dopaminérgicas que principalmente surgen de VTA y substancia
nigra (SNPc) (Ohara et al., 2003). Aunque el incremento sélo fue observado en la region de
la CI, la administracion diaria via i.p. estaria produciendo un incremento de los niveles de
dopamina en un nivel sistémico (Bredberg et al., 1994).

El déficit en los niveles basales de dopamina encontrados en espacio extracelular de la CI
del ratén 3xTg-AD viejo, conlleva a que a pesar que las neuronas dopaminérgicas reciben
un estimulo, no responderian a este dptimamente. Esto estaria ocurriendo al carecer una
concentracion de neurotransmisor necesaria para provocar la activacion de los receptores
dopaminérgicos en las neuronas post sinapticas, e inducir la respuesta requerida para la
ejecucion de tareas cognitivas y el establecimiento de trazos de memoria. En este trabajo, la
levodopa podria estar aminorando las deficiencias de dopamina en el ratén 3xTg-AD a
través de la restitucion de dopamina almacenada en las neuronas presindpticas. La
levodopa, a diferencia de agonistas dopaminérgicos, produce liberacién fasica de
dopamina, la cual abre una ventana de estimulacion dopaminérgica mayor y permite la
liberacion de dopamina en diferentes fases de los procesos de memoria, como es la
adquisicién de una tarea de memoria y su consolidacién a largo plazo. Este tipo de
liberacién ha demostrado ser crucial para un aprendizaje efectivo (Breitenstein et al., 2006;
Fiorillo, 2004). Cabe afiadir que la levodopa permite llevar a cabo un tratamiento a largo
plazo que restituya los niveles de dopamina constantemente, los que se encuentran
alterados en el envejecimiento y en la EA. Lo reportado en este trabajo indica que el
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tratamiento sub-agudo con levodopa es efectivo restaurar la liberacion de dopamina en el
ratéon 3xTg-AD, lo cual tiene relevancia terapéutica para la EA en niveles fisiolégicos y
cognitivos.

Los animales 3xTg-AD tratados con levodopa mejoraron su desempefio en la prueba de
ORM respecto a los animales vehiculo. En trabajos anteriores ya ha sido reportada la
activacion de receptores dopaminérgicos como un evento necesario para la formacion de la
memoria de reconocimiento a largo plazo en las cortezas prefrontal y perirrinal en ratas
(Balderas etal.,, 2013; de Lima etal., 2011) y en ratones (Nagai etal., 2007). Al
administrar el antagonista dopaminérgico SCH23390 en la corteza perirrinal en ratas, se
inhibe la actividad del receptor D, y se altera la formacién de memoria de largo plazo
(Balderas et al., 2013). Esto quiere decir que el incremento de niveles de dopamina
inducido por la administracion sub-aguda de levodopa, podria estar incrementando la
probabilidad de la activaciéon de receptores sensibles a la dopamina, resultando en una
mejora cognitiva.

La activacién de los receptores de dopamina estaria ocurriendo en la corteza prefrontal, la
corteza perirrinal, y en la CI, que fue la regién monitoreada en este trabajo. Varios trabajos
de nuestro laboratorio han demostrado la relevancia que tiene la CI en la memoria de
reconocimiento, ya que su bloqueo farmacolégico impide la correcta ejecucion de tareas
asociadas a este tipo de memoria (Balderas et al., 2008; Bermudez-Rattoni et al., 2005).
También se ha mostrado que el incremento de los niveles de dopamina en esta regién
ocurre durante la presentacién de un estimulo novedoso, y ademas es requerido para la
formacion de memoria a largo plazo (Guzman-Ramos et al., 2010, 2012). En el caso de este
trabajo, la presentacién de un estimulo novedoso corresponde a la fase de adquisiciéon del
protocolo de ORM, en la cual se demostré que los animales tratados mostraron liberacién
de dopamina en la CI en respuesta a la exploracién de los objetos novedosos. Por lo tanto,
la restauracion de los niveles de dopamina sobre su nivel basal en la CI de los ratones 3xTg-
AD se atribuye al tratamiento con levodopa. Este tratamiento también estaria teniendo
efecto en la consolidacién de esta memoria, lo cual se reflejé en la prueba de MLP, donde
los animales tratados fueron capaces de distinguir un estimulo familiar de uno novedoso a
diferencia del grupo vehiculo.

La pérdida de memoria en etapas tempranas de la EA se atribuye a una disfuncién sinaptica
y no a la muerte neuronal, siendo el BA soluble el factor patogénico que ha demostrado
alterar rapidamente la plasticidad sinaptica en estudios in vivo e in vitro, inhibiendo la LTP
(Lambert et al., 2001; Townsend et al., 2006; Walsh et al., 2002) y facilitando la LTD
(Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2008; Wang et al., 2004). Gao y colaboradores (2006)
sugirieron que la liberacién alterada de dopamina podria producir un trafico anormal de
receptores AMPA y desregular mecanismos de plasticidad, lo cual apoya la relevancia de un
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enfoque dopaminérgico para el tratamiento de la EA. Un experimento ha mostrado que el
cambio de LTD a LTP depende de los niveles de dopamina antes de la estimulaciéon
sindptica (Kolomiets et al., 2009), y se ha probado que el agonista dopaminérgico RTG
restaura mecanismos de plasticidad cortical tipo LTP en pacientes con la EA (Koch et al.,
2014). La restauracién de la expresion de LTP de la via Bla-CI al administrar nomifensina
en la CI del ratén 3xTg-AD demuestra que el incremento de niveles de dopamina tiene un
alcance terapéutico con mucho potencial (Moreno-Castilla et al., 2016).

Este trabajo confirma el requerimiento de liberaciéon de dopamina en la CI para la deteccién
de un estimulo novedoso. La restauracion de la liberacion de dopamina por medio del
tratamiento con levodopa, fue suficiente para que los ratones viejos 3xTg-AD pudieran
tener un buen desempefio en la prueba de MLP en la prueba de ORM.

6.2 El tratamiento con levodopa en la memoria espacial

En la prueba de OLM encontramos que los animales tratados con levodopa mostraron un
incremento significativo en TTE en la fase de MLP2 respecto a la fase de ADQ2. El
incremento en la exploracidon del contexto novedoso que mostraron los ratones tratados con
levodopa, puede reflejar que los animales identificaron la nueva conformacién espacial
considerando que un incremento de exploraciéon presume la deteccion una novedad
contextual en roedores (Manns et al., 2009). Adicionalmente, se ha encontrado que ratones
viejos con la mutacion APP,. son capaces de formar memorias de objetos y del arreglo
espacial de estos en un contexto, pero son incapaces de integrar esta informacion,
condicién que se atribuye a cambios en la conectividad entre la corteza entorrinal y el
hipocampo (Good y Hale, 2007). Lo anterior podria explicar el que el ratéon 3xTg-AD pueda
reconocer un cambio en el espacio pero no integre cual de los objetos fue el que cambié de
ubicacién, lo que se refleja como un incremento en el tiempo en el que exploran pero sin
mejorar el reconocimiento del objeto en la nueva ubicacion.

La principal explicaciéon a por qué no se hallaron diferencias significativas en el desempefio
cognitivo del MWM vy en el IE2 del OLM, entre el grupo tratado con levodopa respecto al
grupo vehiculo, es la edad, un factor importante y ya conocido en la ejecucién de pruebas
conductuales. En la prueba de MWM, se ha demostrado que la edad produce un déficit
progresivo en el desempefio de la tarea en ratas y ratones (Brandeis, et al., 1989; Gallagher
et al., 1990). En ratones viejos (12 meses en adelante) se ha descrito que el LTP tardio en
el hipocampo se encuentra alterado y correlaciona con un déficit en el desempefio de una
prueba de memoria espacial. Aunado a esto, la progresion de la neuropatologia tiene una
fuerte correlacién con el envejecimiento: conforme aumenta la edad, aumenta la presencia
de marcadores neuropatolégicos (Webster, et al., 2014). Ante esta situacion, se esperaria
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que algunos tratamientos podrian no ser suficientes para aminorar algunos de los sintomas
cognitivos observados en la EA si la enfermedad se encuentra en una etapa tardia.

Actualmente se propone que el procesamiento de la memoria espacial en roedores depende
principalmente de la actividad de los receptores NMDA (D’Hooge & Deyn, 2001). La
dopamina participa como un modulador de la plasticidad sindptica hipocampal (Laeremans
et al., 2015; R. G. Morris, et al., 1986). Se ha observado que la vulnerabilidad del
hipocampo a la neuropatologia es mayor a la de otras regiones, puesto que se ha
encontrado que en el ratén 3xTg-AD, la funcién sindptica en el hipocampo se encuentra
comprometida desde etapas tempranas, cuando aun sélo se puede detectar PA
intraneuronal (Oddo et al., 2003). Esto se ha atribuido a que el hipocampo es mas
propenso a tener actividades excitatorias aberrantes glutamatérgicas y colinérgicas
inducidas por la presencia de PA (Kamenetz et al.,, 2003; Palop etal., 2007). Estas
alteraciones también existen a nivel dopaminérgico, donde en pacientes con la EA se ha
encontrado que en el hipocampo el potencial de la unién a receptores D, baja a un 30%
(Kemppainen etal.,, 2003) y se asocia con problemas cognitivos y anormalidades
conductuales en pacientes (Tanaka et al., 2003). Dado lo anterior, no resulta sorprendente
observar que los procesos cognitivos dependientes del hipocampo, como la memoria
espacial, sean los primeros en ser afectados.

El efecto de la neuropatologia en conjunto con el envejecimiento se ha observado
claramente en el ratén 3xTg-AD y se refleja en su desempefio conductual. Se ha encontrado
que los ratones de 9 meses de edad en adelante ya no se desempefian igual que los
controles silvestres y ya presentan un déficit en la ejecucion de las tareas, incluyendo la
prueba de ORM y MWM (Webster et al., 2014). De acuerdo a lo descrito por el grupo de
Clinton (2007), el modelo 3xTg-AD presenta déficits en la tarea de MWM a los 4 meses,
mucho antes que en la prueba de ORM, que los presenta hasta los 9 meses. En otro reporte,
se encontr6 el déficit en la ejecucion del MWM hasta los 6 meses (Giménez-Llort et al.,
2007). En la prueba de OLM se observa una situaciéon similar, en la cual ya se ha
confirmado que a los 12 meses de edad este modelo murino tiene un déficit en la ejecucion
de la tarea (Davis et al., 2013), lo que iria de acuerdo a lo que se encontré en este trabajo.
En el reporte publicado por el grupo de Billings (2005) describen que los animales 3xTg-AD
de 6 meses tenian dificultad en retener la memoria requerida para realizar la tarea de
MWM vy presentaron un déficit en la expresion de la LTP. Al remover el BA intraneuronal en
el hipocampo de ratones 3xTg-AD de 4 meses por medio de inmunoterapia, fue posible
revertir los déficits en la retencién de la memoria espacial de la tarea de MWM. El trabajo
previo demostré que la acumulacién intraneuronal de BA produce un déficit cognitivo en el
modelo triple transgénico, pero el que la recuperacion de la ejecucion de la tarea a través
de inmunoterapia s6lo se haya demostrado ratones jovenes, deja la incégnita de si hubiera
sido igual de efectivo en ratones viejos. En edades posteriores se han detectado alteraciones
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mas graves, incluyendo atrofia en el hipocampo, que podrian contribuir a peores problemas
cognitivos, ya que los ratones 3xTg-AD de 18 meses son incapaces de siquiera adquirir la
tarea de MWM (Giménez-Llort et al., 2007).

Los resultados obtenidos en suma a los trabajos revisados, nos indican que el tratamiento
sub-agudo con levodopa a una dosis de 50 mg/kg no es suficiente para mejorar el
desempefio del ratén 3xTg-AD de 11 y 12 meses en la prueba conductual de OLM y MWM.
Este fendmeno se atribuye a que la memoria espacial es una funcidn cognitiva dependiente
de hipocampo, una regién que es particularmente vulnerable a alterarse con el
envejecimiento y con la progresiva acumulacién de la neuropatologia.

6.3 El tratamiento con levodopa sobre la acumulacion de BA en
el ratén 3xTg-AD

Los resultados del andlisis histolégico de los cerebros de los ratones 3xTg-AD sugiere que el
tratamiento con levodopa disminuye la acumulacién intraneuronal de BA en las regiones de
la CI y CAl en el hipocampo. La acumulaciéon de BA es un evento temprano en la
progresién de la neuropatologia y precede la aparicion de placas seniles extracelulares
(LaFerla et al., 2007).

La patologia amiloide del ratén 3xTg-AD se distribuye en patrones y de forma diferencial en
distintas regiones cerebrales, lo cual se atribuye a la interconectividad anatémica de
proyecciones neuronales y el procesamiento de APP (Mastrangelo y Bowers, 2008). El
anticuerpo utilizado para detectar el BA en este trabajo fue el 6E10, el cual reconoce el
residuo 1-16 de este péptido. Este anticuerpo comienza a detectar la expresién de APP/BA
desde los 3 meses de edad en la regiéon mas caudal del hipocampo, en neuronas de la capa
I y IIT de la corteza entorrinal, y neuronas de la corteza motora primaria (Mastrangelo y
Bowers, 2008). Esto coincide con lo que se observd en este trabajo, donde se observé la
presencia del BA en estas mismas regiones en los ratones de 12 meses, asi como una
marcada sefial en la amigdala basolateral.

En este trabajo, la deteccion del BA por este anticuerpo ocurrié casi exclusivamente de
forma intraneuronal, ya que el desarrollo de depdsitos extracelulares en este modelo
transgénico usualmente se hace aparente hasta la edad de 15 meses (Mastrangelo y
Bowers, 2008). Aunque por la naturaleza del epitope detectado, el anticuerpo utilizado no
hace una distincién entre la acumulacién de APP sobre el BA, se ha confirmado que existe
una acumulacién de oligémeros libres de BA intraneuronal en el ratén 3xTg-AD (Wirths &

Bayer, 2012). En modelos animales y celulares, se ha encontrado que el BA intraneuronal
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se acumula en distintos compartimentos celulares, como es el sistema endosomal-lisosomal,
el reticulo endopldsmico y la red trans-Golgi (Iwata et al., 2001; Wirths et al., 2002).

Ademds de la presencia de BA intraneuronal en el ratén 3xTg-AD, algunos reportes la han
hallado en pacientes con la EA y se ha propuesto que tiene un rol en desarrollo de la
patologia (Gyure et al., 2001; Hashimoto et al., 2010). La relevancia del PBA intraneuronal
yace en que la oligomerizacién del BA tanto en el ratén triple transgénico como en los
pacientes podria comenzar de manera intraneuronal (Oddo, Caccamo, Tran, et al., 2006).
Se ha descrito que el BA producido inicialmente por neuronas se deposita en terminales
neuronales y puede formar agregados de mayor orden (Cummings etal., 1992), y
fenémenos similares se han observado en lineas celulares neuronales y otros modelos
transgénicos (Kawarabayashi, 2004; Takahashi, 2004; Walsh et al., 2000). Esto significa
que la presencia del BA intraneuronal detectada en el ratéon 3xTg-AD puede implicar
consecuencias similares a las del BA extracelular, y perjudicar la homeostasis neuronal,
funcion sinaptica, y contribuir en el desarrollo del déficit cognitivo observado en este
modelo.

Como ya se habia mencionado anteriormente, Ono y colaboradores (2013) reportaron que
tanto la levodopa como la dopamina impiden la agregacion y formacion de oligémeros
téxicos al ser incubadas in vitro con el BA40 y BA42. El trabajo mencionado propuso una
interaccion directa molecular, consistiendo en una uniéon covalente y especifica de estos
compuestos con el BA libre. La caracteristica constituyente que tienen la levodopa y la
dopamina es el grupo catecol, el cual también se encuentra en otros compuestos
polifendlicos que han probado tener efectos anti-oligoméricos sobre el BA (Hamaguchi et
al., 2009), incluyendo a la antes mencionada apomorfina (Figura 6.1). Este podria ser el
caso del tratamiento con levodopa, ya que existe la posibilidad de que la dopamina tenga
un efecto directo sobre la acumulacion del BA in vivo.
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Figura 6.1 El grupo catecol constituye a las catecolaminas. El grupo
catecol constituye a la dopamina y a la levodopa, entre otros
compuestos.

Bajo esta hipotesis, la administracion de levodopa podria estar mitigando los sintomas y la
patologia PA a través de distintos blancos de tratamiento. La levodopa es internalizada en
las neuronas dopaminérgicas por el transportador de aminodcidos tipo-L, y tras su
descarboxilacion a dopamina, es transferida a vesiculas sindpticas por el transportador
vesicular de monoaminas. Dentro de la vesicula permanece almacenada hasta su liberacién
al espacio sinaptico, momento en que la dopamina tiene la oportunidad de interactuar con
el BA en el exterior de la célula y evitar su oligomerizacién. El equipo de Oddo (2006) ha
propuesto que existe una relacién dinamica entre el BA intraneuronal y extracelular, ya que
la disminucion de la acumulacion de uno afecta la del otro y existe movimiento del BA
dentro y fuera del compartimento celular. De esta manera, la disgregacion del BA
extracelular por la dopamina causaria una disminucion en la BA intraneuronal al facilitar su
limpieza. La activacion de receptores dopaminérgicos también estaria produciendo un
efecto terapéutico en las células nerviosas al reactivar los mecanismos necesarios para el
procesamiento y mantenimiento de la memoria. El trabajo de Kalinin y colaboradores
(2012) describié que en ratones transgénicos 5XFAD de 4.5 meses, la administracién de L-
DOPS, precursor de la noradrenalina y poseedor de un grupo catecol, incrementd los
niveles de mRNA de enzimas degradadoras de BA como la neprilisina y la enzima
degradadora de insulina. También se observé un incremento en marcadores de crecimiento
neuronal como la sinaptofisina, BDNF, NGF y DBH, un marcador catecolaminérgico. Este
efecto se atribuye a propiedades anti-inflamatorias del farmaco, y existe la posibilidad que
la administracién de levodopa esté produciendo cambios similares en el ratéon 3xTg-AD,
ayudando a restaurar la homeostasis celular perdida por causa de la acumulacién toxica del
BA y promoviendo su limpieza en el interior de la neurona (Figura 6.2).

En nuestro trabajo encontramos una disminucién significativa del BA intraneuronal en la
CI. Desde el cuarto dia del tratamiento con levodopa, se observé el incremento de los
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niveles de dopamina y la mejora en la memoria de reconocimiento al quinto dia, por lo que
es poco probable que la recuperacién cognitiva se deba a la disminucién de la acumulacién
del BA por accién del tratamiento. Esto apoya la nocién que la aminoracién visible del A
intraneuronal al dia 16 de la administracién en la CI, seria resultado de la actividad
dopaminérgica sumada a la interaccion directa de la dopamina con el BA.

Figura 6.2 Hipétesis del mecanismo terapéutico de la levodopa. A: En condiciones normales, las terminales
de las neuronas dopaminérgicas liberan dopamina al espacio extracelular, la cual activa receptores y genera
una respuesta postsindptica. B: En la EA, formas oligoméricas de BA alteran el espacio sindptico y disminuyen
la transmisién dopaminérgica, repercutiendo en la funcién de circuitos cognitivos y la homeostasis neuronal.
C: La administracién de levodopa restaura los niveles de DA, recuperando la funcién sindptica e impidiendo la
agregacién de oligémeros de BA en el espacio extracelular y fomenta la limpieza del BA intraneuronal.

En el caso de lo reportado para la memoria espacial, las dosis de levodopa previas a la
prueba conductual no tuvieron un efecto significativo en el IE2 del OLM y en el desempefio
en la memoria del MWM. Sin embargo, el analisis histolégico indic6 que la presencia del BA
en el hipocampo dorsal disminuy¢ significativamente en CA1l en los animales tratados con
levodopa. CA1 es la regién del hipocampo que muestra una actividad importante durante
aprendizaje de tareas de memoria espacial (Laeremans et al., 2015), lo cual sugiere que la
presencia y actividad moduladora de la dopamina en esta regién tuvo un efecto en
disminuir la acumulacién del BA, pero no el suficiente para recuperar la funcién cognitiva.
Es muy probable que la limpieza del BA observado en CA1 sea resultado de los efectos de la
dopamina en disgregar el BA mas que por la actividad dopaminérgica.

El tratamiento con levodopa tuvo efectos muy contundentes en la regién de la CI,

recuperando la funcién cognitiva y disminuyendo la presencia de la neuropatologia, a
diferencia de su efecto en otras regiones como el hipocampo, donde se encontré un efecto
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parcial, y en la amigdala y la corteza motora, en las que no se observaron diferencias.
Aunque este trabajo propone que la levodopa tiene un efecto doble, donde por una parte
produce estimulaciéon dopaminérgica y por otra disminuye la neuropatologia a través de la
disgregacién del BA, los resultados sugieren que el tratamiento con levodopa parece estar
limitado a regiones donde la actividad dopaminérgica es predominante. Es probable que el
farmaco esté teniendo efecto en multiples regiones del cerebro, pero no con la misma
eficacia ni significancia que la observada en un circuito dopaminérgico.

Los resultados obtenidos sugieren que el tratamiento sub-agudo con levodopa disminuye la
acumulacion del BA intraneuronal a través de una interaccion directa de dopamina con el
BA que impide la agregacion de este péptido a formas oligoméricas, las que pueden
acumularse dentro de las células del ratén 3xTg-AD. Esta disminucién fue notoria en
regiones donde se ha reportado actividad dopaminérgica.

6.4 Perspectivas

Dado que la levodopa se administré diariamente desde el inicio al fin del protocolo
experimental, se desconoce si el efecto terapéutico de este farmaco se pudo haber
mantenido sin necesidad de una administracién sub-aguda, ya que la neurodegeneracién
catecolaminérgica en el ratén 3xTg-AD es severa y la sintesis endégena de levodopa es
insuficiente para que haya una funcién cognitiva adecuada y participe en la disminucién en
la acumulacion del BA. Es posible que un tratamiento con levodopa mas prolongado pueda
inducir la regeneracién de terminales catecolaminérgicas, como se ha observado con otros
farmacos (Nakamura, 1990). Otra posibilidad es aplicar el mismo protocolo experimental a
ratones 3xTg-AD mads jovenes, para observar los efectos del tratamiento en una etapa donde
la acumulacién y toxicidad de BA tiene menor impacto.

Este protocolo experimental no permitié hacer una distincion de cudl de los posibles
mecanismos de la levodopa podria estar teniendo un mayor efecto sobre la acumulacion de
la neuropatologia, por lo que seria necesario experimentar con otros fAirmacos que tengan
estas caracteristicas disociadas y se facilite dilucidar el mecanismo terapéutico mas efectivo.
También resulta necesario analizar la molécula del BA con mayor profundidad para
encontrar los mecanismos de interacciéon que tiene con moléculas o farmacos con potencial
terapéutico.

Para un tratamiento mds completo para la EA, la administracién de levodopa podria ser en
conjunto con otros farmacos, como es la memantina, que se dirija a tratar multiples
sistemas de neurotransmisién. Sin embargo, otra razon de por qué resulta necesario
experimentar con otros farmacos similares a la levodopa es el posible riesgo que tiene el
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DISCUSION

tratamiento a largo plazo. En otras enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad
de Parkinson, se han observado efectos secundarios en pacientes, habiendo reportes de
picos anormales de dopamina, discinesia, pérdida de despotenciacion sinaptica, asi como
sintomas neuropsiquiatricos (Calabresi et al., 2015). Al entender a fondo los mecanismos
terapéuticos de la levodopa sobre al EA, sera posible desarrollar otras alternativas o
tratamientos que tengan los mismos beneficios sin el temor de la aparicién de efectos
secundarios. Existen otros compuestos polifendlicos que también tienen la capacidad de
modular al sistema catecolaminérgico (Fernandez-Fernandez et al., 2015), lo cual abre la
posibilidad del desarrollo de nuevos farmacos que a través de la estimulacion
dopaminérgica o por sus propiedades anti-oligoméricas de BA, permitan la existencia de
mejores tratamientos para la EA.
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7 Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo cumplieron los objetivos planteados en un
principio. Como se hipotetizd, la administracién de levodopa incrementé la liberacién
dopamina en el ratén 3xTg-AD de 12 meses, el cual tiene la caracteristica de tener un
déficit en este neurotransmisor. El tratamiento con levodopa demostré ser efectivo para
aumentar la disponibilidad fisiol6gica de dopamina en el CNS del ratén 3xTg-AD. Como
resultado, observamos cambios conductuales e histoldgicos en respuesta al tratamiento sub-
agudo de una duracion de 16 dias.

El protocolo conductual de ORM fue exitoso para evaluar la ejecuciéon de la memoria de
reconocimiento del ratéon 3xTg-AD de 12 meses, en el que encontramos que el incremento
de la liberacién de dopamina a través de la administracion de levodopa restaurd la
memoria de reconocimiento del ratén 3xTg-AD. Este trabajo confirmé que la liberacion de
dopamina en la CI es un fenémeno necesario para el procesamiento de la familiaridad de
un estimulo en el ratén 3xTg-AD.

Encontramos que en los ratones 3xTg-AD de 12 meses, el tratamiento con levodopa en el
tiempo y dosis administrada no produjo una mejora significativa en el reconocimiento de la
ubicacion de objetos (OLM), pero mejora la identificacién de un cambio contextual. Este
tratamiento no modifica el desempefio en la ejecucion del laberinto acuatico de Morris
(MWM). Este fenémeno se atribuye a que el envejecimiento y desarrollo de la
neuropatologia causan alteraciones importantes en el hipocampo que impiden el
procesamiento adecuado de la memoria espacial.

Los datos obtenidos en el andlisis histolégico mostraron que el tratamiento con levodopa
disminuy6 la acumulacién del BA intraneuronal en la CI. Aunque no se encontré una
mejora cognitiva en tareas asociadas a la actividad del hipocampo, se encontré una
disminucién de BA intraneuronal en CAl del hipocampo. Los efectos observados se
atribuyen a una interaccidon directa de la dopamina con el BA y a la estimulacion de la
actividad dopaminérgica, que resulta en una disgregacion del péptido acumulado en el
espacio intraneuronal y extracelular. Este tratamiento es mas efectivo en regiones donde se
reporta actividad dopaminérgica.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo cumplié el objetivo de describir el efecto del tratamiento con levodopa
sobre el desempefio cognitivo y la acumulacién del BA en el modelo 3xTg-AD. Concluimos
que el estudio de la actividad dopaminérgica en los procesos de aprendizaje y memoria, y
su alteracion en pacientes y en modelos para la enfermedad de Alzheimer, es una linea de
investigacién importante que no sélo amplia el conocimiento de esta enfermedad tan
compleja, sino también permite el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos que mejoren
la calidad de vida de millones de personas que padecen esta enfermedad.
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