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Resumen:

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia caracterizada por alteraciones en el
proceso de memoria y en la funcién hipocampal producidas por la sobreexpresion de la
proteina B amiloide. Evidencia previa indica que la diminucion en la actividad de los circuitos
neuronales producidas por la PBA se debe a la activacién de la glucdégeno sintasa quinasa
3B (GSK3B) misma que recientemente se ha descrito puede ser inhibida mediante el
tratamiento con litio o con ejercicio. Utilizando modelos in vivo e in vitro, encontramos que
el ejercicio libre y el litio a largo plazo o a dosis altas previenen las alteraciones producidas
por la PBA en la memoria y en la actividad hipocampal e inhiben a la GSK3[. Asimismo
caracterizamos que el ejercicio moderado y el tratamiento a corto plazo con litio presentan
efectos subterapéuticos diferenciales ante alteraciones celulares y bioquimicas producidas
por la PBA. Por ultimo, caracterizamos que la combinacién de ambos tratamientos
subterapéuticos previenen por completo la perdida de la memoria y la inhibicion de la
actividad hipocampal producidas por la PBA a través de la inhibicién de la GSK3B y la
prevencién en la proliferacién microglial e inclusive aumentan la potencia de la actividad
hipocampal por encima de los animales control. Dicho hallazgo podria representar una

estrategia traslacional de uso terapéutico inmediato contra la EA.



Abstract:

Alzheimer’s disease (AD) is a pathology characterized by alterations on memory process
and hippocampal function produced by overexpression of amyloid B protein (AR). It has been
characterized that the decrease of neuronal circuits activity produced by A its due to the
activation of glycogen synthase kinase 3 (GSK3p) that recently has been described could
be inhibited by lithium and exercise. Using in vivo and in vitro models we found that free
exercise and long term/high dose lithium treatment prevent the alterations produced by A
on memory and hippocampal activity by inhibiting GSK3. Additionally, we characterize that
moderate exercise and short-term lithium treatment have differential subtherapeutic effects
and biochemical and cellular alterations produced by AB. Finally, we characterized that
combination of both subtherapeutic treatments completely avoids memory loss and
hippocampal activity inhibition produced by AB by inhibiting GSK3B and preventing
microglial proliferation and even enhance the hippocampal activity above control animals.

This finding could represent an immediate therapeutic translational strategy against AD.
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Abreviaturas:

a7nAChR (receptores nicotinicos a7)

ADAM (A Disintegrin and Metaloprotease)
AKT (Proteina Cinasa B)

AOH (Actividad oscilatoria hipocampal)

ASH (Actividad espontanea hipocampal)
BACE1 (B-site APP-Cleaving Enzyme)

BDNF (Factor de crecimiento derivado del cerebro)
CA (Cornu Amonis)

DG (Giro Dentado)

EA (Enfermedad de Alzheimer)

ES (Estimulacion Sensorial)

EX (Ejercicio Libre)

EX Mod (Ejercicio Moderado)

FPRL1 (Receptor para péptidos formilados)
GSK3 (Glucbgeno Sintasa 3 Quinasa f3)
ICV (Intracerebroventricular)

IGF-1 (Factor de crecimiento insulinico tipo 1)
LCRA (liquido cefalorraquideo artificial)

LTD (Depresion a largo plazo)

LTP (Potenciacién a largo plazo)



MN (Marafias Neurofibrilares)
PS (Placas Seniles)

NINDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and

Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association)
NMDA (N-metil-D-aspartato)

PBA (Proteina B-amiloide 1-42)

PPA (Proteina Precursora Amiloidea)

Pyk2 (Cinasa de tirosinas rica en prolinas 2)

RAGE (Receptor para productos avanzados de glicacién)

SNC (Sistema Nervioso Central)

Trk (Receptores a tirosina cinasa)

VEH (Vehiculo)



Introduccion

A lo largo de los ultimos 50 afios la esperanza de vida ha aumentado hasta
encontrarse en un promedio de 71.4 afios (United Nations, 2015). El aumento en la
esperanza de vida se relaciona con el aumento en la cantidad de pacientes con demencia
(Prince and Jackson, 2009), particularmente la Enfermedad de Alzheimer (EA) (Qiu et al.,
2009; Abbott, 2011). La mayoria de los casos de EA suceden después de los 60 afios y su
prevalencia se incrementa conforme la edad de los individuos (Hebert et al., 2003).
Proyecciones indican que para el afio 2030 existiran alrededor de 65.7 millones de personas
con demencia (Prince and Jackson, 2009). De acuerdo a las mismas proyecciones esta
cifra se duplicara en el 2050 hasta alcanzar los 115,4 millones de pacientes con EA, lo que

representa un problema de salud a nivel mundial (Prince and Jackson, 2009).

La Enfermedad de Alzheimer

La EA es una patologia crénica neurodegenerativa caracterizada por la pérdida de
las funciones cognoscitivas (Holtzman et al., 2011) principalmente la atencion y la memoria
(Abbott, 2011; Holtzman et al.,, 2011). Su origen puede ser de tipo hereditario si se
presentan mutaciones autosémicas dominantes en genes involucrados en la sintesis de
diversas proteinas relacionadas a su patologia (Guerreiro and Hardy, 2011). La EA
hereditaria sélo representa el 5% de los casos (Holtzman et al., 2011). La EA también puede
ser de tipo esporadico, en cuyo caso presenta una etiologia multifactorial (Nowotny et al.,
2001), representa el 95% de los casos y su prevalencia va aumentando con la edad (Hebert
et al., 2003). La EA fue descrita originalmente por el psiquiatra y neurdlogo Alois Alzheimer
en 1901 con el caso clinico de una paciente que presentaba pérdida progresiva de la
memoaria, delirios y alucinaciones (Stelzman et al., 1995). Posterior a la muerte de la
paciente, se llevd a cabo una andlisis histoldgico del tejido cerebral en donde Alzheimer
caracterizo “llamativos cambios en las neurofibrillas” intracelularmente y “diminutas lesiones
causadas por la acumulacién de una sustancia especial” en el intersticio (Stelzman et al.,
1995). A la postre, ambos marcadores fueron caracterizados y denominados maranas
neurofibrilares (MN) y placas seniles (PS), respectivamente (Stelzman et al.,, 1995). La
presencia detectada postmortem de ambos marcadores histopatolégicos en areas

cerebrales como la corteza entorrinal, el hipocampo, la amigdala y el bulbo olfatorio



constituyen el diagndstico definitivo de la EA (Selkoe, 2001; Fita et al., 2011; Beach et al.,
2012).

Previo a la muerte del paciente, existen diversas caracteristicas que podrian sugerir
la presencia de la EA. De acuerdo con el criterio de la NINDS-ADRDA (Dubois et al., 2007,
Fita et al., 2011) el paciente debe presentar: a) deterioro gradual en la memoria durante los
ultimos 6 meses, confirmado por pruebas neuropsicoldgicas (Beach et al., 2012; Larner,
2012); b) atrofia progresiva de la corteza temporomedial, particularmente del hipocampo,
medida a través de resonancia magnética (Deweer et al., 1995; Fox and Warrington, 1996;
Devanand et al., 2007); ¢) concentraciones bajas de proteina 3-Amiloide 1-42 (PBA) y altas
de proteina tau en el liquido cefalorraquideo (Tabaraud et al., 2012); d) metabolismo de la
glucosa reducido bilateralmente en la corteza temporoparietal medido a través de una
Tomografia por Emisién de Positrones (O’'Brien, 2007). Ademas de los signos y sintomas
ya mencionados, la expresion de la isoforma €4 de la apolipoproteina correlaciona con un

aumento en el riesgo de desarrollar la EA (Corder et al., 1993).

Las Caracteristicas Histopatoldgicas de la EA

Las caracteristicas patolégicas principales de la EA son la atrofia cortical, la muerte
neuronal, la neuroinflamacion y la pérdida de las sinapsis (Haass and Selkoe, 2007; Koffie
et al., 2011). Sin embargo, como ya se menciono, las MN y las PS son el estandar de oro
que permite un diagnéstico definitivo de la EA (Beach et al., 2012). De ahi que ambos
marcadores sean la base de las 2 hipétesis patofisiolégicas acerca del origen de la EA
(Caselli et al., 2006).

Las Maranas Neurofibrilares

Las MN son estructuras intracelulares compuestas por agregados hiperfosforilados
de la proteina Tau (Caselli et al., 2006). La proteina Tau es sintetizada en las neuronas
(Holtzman et al.,, 2011) y en su estado fisiolégico no fosforilado tiene la funcion de
polimerizar a la tubulina con el objetivo de estabilizar los microtibulos y por lo tanto al
citoesqueleto (Garcia and Cleveland, 2001; Holtzman et al., 2011), principalmente en los

axones (Garcia and Cleveland, 2001) promoviendo el correcto funcionamiento y la



comunicacion neuronal (Takei et al.,, 2000). Cuando la proteina Tau comienza a
hiperfosforilarse de manera patoldgica, se disocia de los microtlbulos y se autoagrega para
adquirir una conformacion  plegada que al acumularse forma filamentos helicoidales
apareados (Kidd, 1963) y, finalmente, las MN (Garcia and Cleveland, 2001; Holtzman et al.,
2011). Una vez formadas las MN, la integridad de los microtubulos se compromete y
comienza la degradacion del citoesqueleto (Terry, 1998), lo que provoca alteraciones en el
transporte de proteinas y vesiculas necesarias para el correcto funcionamiento de las
neuronas (Terry, 1998). Lo anterior, también induce neuroinflamacion y pérdida de sinapsis
(Ballatore et al., 2007).

Las Placas Seniles

Ademas de las MN, el otro marcador histopatoldgico caracteristico de la EA son las
PS (Caselli et al., 2006). Las PS son estructuras extracelulares compuestas principalmente
por agregados de diferentes isoformas de la PBA (Glenner and Wong, 1984). En etapas
tempranas de la EA, las PS presentan una estructura difusa (Selkoe, 2001; Guntert et al.,
2006) compuesta principalmente por agregados de la PBA en su isoforma de 42
aminoéacidos (Glntert et al., 2006). Durante esta etapa, las PS se caracterizan por no tener
una estructura central compacta y no presentar las llamadas neuritas distréficas (Selkoe,
2001). A medida que progresa la enfermedad, otras isoformas de la PBA, principalmente la
de 40 aminoécidos, se va incorporando paulatinamente a las placas difusas generando un
ndcleo compacto (Harigaya et al., 2006; Yan et al., 2009). Si bien la PS conforman el
segundo marcador histopatolégico clasico de la EA (Caselli et al.,, 2006), el deterioro
cognitivo temprano en la EA correlaciona mas con las formas oligoméricas (solubles) de la
PBA que con las PS (Naslund et al., 2000; Koffie et al., 2009; Tomic et al., 2009). De hecho,
existe una correlacion entre la severidad de la demencia y la cantidad de la PBA oligomérica
en cerebros de pacientes con EA (Naslund et al., 2000; Koffie et al., 2009; Tomic et al.,
2009) y en modelos animales (Hsai et al., 1999; Moechars et al., 1999; Mucke et al., 2000).
Por el contrario, la correlacion entre el nimero de PS y la severidad de la demencia es
mucho menos robusta (N&slund et al., 2000; Tomic et al., 2009). Inclusive, existen
evidencias que indican la presencia de PS en el sistema nervioso central (SNC) de adultos
sin deterioro cognitivo, al momento de la muerte (Crystal et al., 1988; Dickson et al., 1992;
Goldman et al., 2001; Haroutunian et al., 2008; Berlau et al., 2009).
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La proteina B amiloide

Como se mencion6 previamente, la presencia de la PBA en su forma oligomérica
correlaciona con el deterioro cognitivo en la EA (Koffie et al., 2009; Palop and Mucke, 2010).
La PBA es una proteina con una longitud de entre 39 a 43 aminoacidos y un peso de
aproximadamente 4 KDa (Small and McLean, 1999), que se produce por la protedlisis de la
Proteina Precursora Amiloidea (PPA), que es una proteina transmembranal tipo 1 (Collin et
al., 2004). La PPA cuenta con 3 isoformas con un namero diferencial de aminoacidos. La
isoformas de la PPA de entre 770 y 751 amino&cidos se expresa en la mayoria de los tipos
celulares con excepcion de las neuronas (Chasseigneaux and Allinquant, 2012). Por su
parte, en las neuronas se expresa la isoforma de la PPA de 695 aminoacidos
(Chasseigneaux and Allinquant, 2012). La funcién fisiolégica de la PPA no ha sido
esclarecida completamente (Holtzman et al., 2011), pero se le ha relacionado con la
migracién neuronal y la poda axonal durante el desarrollo del sistema nervioso central
(SNC) (Young-Pearse et al., 2007; Nikolaev et al., 2009). En el SNC maduro, la PPA ha
sido relacionada con procesos de plasticidad sinaptica como la proliferacion de axones y
dendritas, asi como la potenciacién de largo plazo (LTP por sus siglas en inglés)
(Chasseigneaux and Allinquant, 2012).

La PPA puede ser procesada por 2 vias, la via No Amiloidogénica y la via
Amiloidogénica (Pefia, Gutierrez-Lerma, Quiroz-Baez, & Arias, 2006). En la via No
Amiloidogénica, la PPA es procesada por la accion de 2 enzimas, la a-secretasa y la y-
secretasa (Vingtdeux and Marambaud, 2012). La a-secretasa esta constituia por 3 tipos de
enzimas la ADAM9, la ADAM10 y la ADAM17, todas pertenecientes a la familia de enzimas
denominada ADAM (A Disintegrin And Metaloprotease, por sus siglas en inglés) (Vingtdeux
and Marambaud, 2012). El corte de la PPA por la a-secretasa genera un par de fragmentos:
el ectodominio conocido como sAPPa (Kamenetz et al., 2003) que se promueve la
integridad y la supervivencia celular (Mattson et al., 1993), participa en el desarrollo
temprano del SNC (Caillé et al., 2004) e inclusive su inyeccion via intracerebroventricular
(ICV) promueve un mejor desempefio de ratones en pruebas de memoria (Meziane et al.,
1998). El corte de la PPA en el segmento carboxilo terminal, tanto para la via No
Amiloidogénica como para la via Amiloidogénica (Pefia et al., 2006), lo lleva a cabo la
enzima y-secretasa (Kamenetz et al., 2003). La y-secretasa es un complejo enzimatico

compuesto por las presenilinas 1 o 2 (LaFerla et al., 2007; Wolfe, 2012) que degrada gran



parte de la PPA (Guo et al., 2012). La y-secretasa produce varios fragmentos peptidicos
como el c83 que se asocian con funciones neurotroficas (Vingtdeux and Marambaud, 2012)
y de la trascripcion de diversos genes(Kim et al., 2003; von Rotz et al., 2004). El corte de la
PPA por parte de la via no amiloidogénica, que incluye a la a-secretasa y a la y-secretasa,

previene la generacion y liberaciéon de la PBA (Kamenetz et al., 2003).

La via amiloidogénica de corte de la PPA, en condiciones fisiol6gicas, se encarga
de degradar sélo el 10% de la PPA, cuando ésta no es cortada por la a-secretasa (Ghosh
et al., 2012). La protedlisis de la PPA en la via amiloidogénica es realizada por la -
secretasa, en lugar de la a-secretasa (Ghosh et al., 2012; Kandalepas and Vassar, 2012).
La B-secretasa, también denominada S-site APP-Cleaving Enzyme (BACEL), hidroliza a la
PPA liberando el ectodominio amino terminal sAPPB y dejando los 99 aminoacidos
restantes de la PPA en la membrana (Haass and Selkoe, 2007; Ghosh et al., 2012;
Kandalepas and Vassar, 2012) generando el fragmento carboxilo terminal conocido como
C99. El fragmento C99 es posteriormente proteolizado por el complejo de la y-secretasa en
diferentes secciones (Weggen et al., 2001), liberando asi la PBA en sus diversas isoformas
(Weggen et al., 2001; Haass and Selkoe, 2007; Kandalepas and Vassar, 2012).
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Figura 1. Esquema representativo de las vias Amiloidogénica y no Amiloidogénica de la
PPA. Izg. La degradacion de la APP por parte de las enzimas ADAM 10 o 17 promueve la
produccion del fragmento sAPPa, en lo que representa la via no amiloidogénica de
degradacion de la PPA. Der. La degradacion de la PPA por la enzima BACE1 promueve la
generacién del fragmento sAPP[ dejando un residuo en la membrana que posteriormente
es degradado por las presenilina 1 o 2 para la generacion de la PBA, esto representa la via
amiloidogénica de degradacion de la PPA.

Las funciones de la PBA en fisiologia y patologia

En condiciones fisiolégicas, la PBA es liberada al espacio intersticial
mayoritariamente en su isoforma de 40 amino&cidos y, en menor proporcion, en la de 42
amino&cidos (LaFerla et al., 2007; Walsh and Selkoe, 2007). La PBA participa de forma
fisioldgica en diversas funciones en el SNC en desarrollo (Chasseigneaux and Allinquant,
2012) como la proliferacion, la maduracion, la diferenciacion y la supervivencia de las
células (Whitson et al., 1989; Yankner et al., 1990; Giuffrida et al., 2009; Chasseigneaux
and Allinquant, 2012). En el SNC adulto, la PBA a concentraciones picomolares tiene la

funcion de disminuir la transmision sinaptica y la excitabilidad de los circuitos neuronales
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(Kamenetz et al., 2003; Cirrito et al., 2005) a través de un mecanismo de regulacion negativa
gue depende de la actividad neuronal (Nitsch et al., 1993) ya que a mayor actividad
neuronal, mayor liberacion de la PBA y viceversa (Nitsch et al., 1993; Kamenetz et al., 2003;
Cirrito et al., 2005). A concentracién picomolar, la PBA también es capaz de regular la
actividad de los receptores nicotinicos a7 (a7nAChR) promoviendo mecanismos de
plasticidad sinaptica (Puzzo et al., 2008). Asimismo, la disminucion de la cantidad de la PBA
por debajo de los niveles fisioldgicos resulta en alteraciones en la memoria y la plasticidad
sinaptica(Morley et al., 2010; Puzzo et al., 2011). Inclusive, la inhibicion de la PBA enddgena

0 su inmunodeplecion puede causar muerte neuronal en cultivos (Plant et al., 2003).

Cuando la PBA es sobre producida, alcanzando concentraciones nanomolares,
desencadena una serie de eventos patoldgicos relacionados con la EA (Cirrito et al., 2005)
al producir alteraciones de la transmision y la plasticidad sinapticas (Pefia et al., 2006;
Pozueta et al., 2012); asi como procesos inflamatorios en el SNC(Medeiros and LaFerla,
2012; Xu et al., 2016) que derivan en alteraciones en la actividad de los circuitos neuronales
y su sincronizacion (Palop and Mucke, 2010; Pefia-Ortega et al., 2012; Alvarado-Martinez
et al., 2013; Gutiérrez-Lerma et al., 2013; Pefla-Ortega, 2013); promoviendo a su vez la
perdida de la memoria (Salgado-Puga and Pefia-Ortega, 2015). Las alteraciones de los
circuitos neuronales producidas por la sobreproduccion de la PBA pueden ser detectadas a
diferentes niveles. A nivel de la actividad electrica cerebral global, los pacientes con EA
presentan un enlentecimiento de la actividad oscilatoria (Coben et al., 1983; Brenner et al.,
1986; Jeong, 2004), caracterizado por un aumento en la potencia de las oscilaciones lentas
(Coben et al., 1983; Brenner et al., 1986; Jeong, 2004) y una disminucion en la potencia de
las oscilaciones rapidas (Coben et al., 1985; Babiloni et al., 2006, 2009) que correlaciona
con alteraciones en la memoria (Moretti, 2004; Koenig et al., 2005). Dicho enlentecimiento
también ha sido reportado en modelos animales de la EA (Wang et al., 2002b; Mugantseva
and Podolski, 2009). Las alteraciones en la potencia o frecuencia de las oscilaciones
poblacionales producidas por la PBA a nivel generalizado se presentan también de manera
local en distintos circuitos neuronales (Sun and Alkon, 2002; Walsh et al., 2002; Adaya-
Villanueva et al., 2010; Balleza-Tapia et al., 2010; Villette et al., 2010; Pefia-Ortega and
Bernal-Pedraza, 2012; Pefia-Ortega et al., 2012; Alvarado-Martinez et al., 2013; Gutiérrez-
Lerma et al., 2013; Yue et al., 2014; Kalweit et al., 2015). Particularmente, el hipocampo,
gue es una estructura cerebral estrechamente relacionada con el aprendizaje y la memoria

(Scoville and Milner, 1957; Milner et al., 1998; Battaglia et al., 2011), sufre una serie de



cambios funcionales relacionados con la presencia de la PBA (Flood et al., 1991; Crews
and Masliah, 2010).

El Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral localizada en el I6bulo temporal de manera
bilateral (Thammaroj et al., 2005) que se extiende desde la parte dorsal-septal (medial) del
cerebro y se arquea terminando en la parte ventral-temporal (lateral) del encéfalo (Ahmed
and Mehta, 2009). El hipocampo esta subdividido en regiones denominadas Cornu Amonis
(CA) 1, 2 y 3 (Johnston and Amaral, 2004; Thammaroj et al., 2005). Junto con el giro
dentado, el subiculum y la corteza entorrinal integra la formacion hipocampal (Amaral and
Witter, 1989; Thammaroj et al., 2005) y es una estructura necesaria para el aprendizaje y
la memoria; ya que lleva a cabo la deteccion, procesamiento, almacenamiento y
recuperacion de la informacién relacionada con el medio ambiente (Scoville and Milner,
1957; Buzséki, 2002; Suzuki, 2003; Ahmed and Mehta, 2009). El hipocampo es una
estructura fundamental para diversos procesos cognitivos, particularmente la memoria
(Scoville and Milner, 1957; Milner et al., 1998), pues su lesién parcial o total impide el
procesamiento de la informacion para generar nuevos recuerdos (Scoville and Milner, 1957;
Milner et al., 1998). Existe evidencia de la participacion del hipocampo en las diferentes
etapas del proceso de memoria, incluyendo la codificacion, el mantenimiento y la
recuperacion de la informacién (Gevins et al., 1997; Krause et al., 2000; Buzsaki, 2002). El
hipocampo participa ademas en procesos como el aprendizaje, el suefio de movimientos
oculares rapidos, la conducta exploratoria, la orientacion visoespacial, entre otros (Buzsaki
et al., 1983; Bland, 1986). Los procesos previamente descritos requieren la generacion de
diversos patrones de actividad oscilatoria poblacional (Buzséaki, 2002; Buzsaki et al., 2003;
Csicsvari et al., 2003) que representan un conjunto de fluctuaciones ritmicas sostenidas de

la actividad eléctrica de conjuntos de neuronas (Buzsaki et al., 2012).

El hipocampo es capaz de generar patrones de oscilacion que son clave para la
memoria (Kahana et al., 2001; McNaughton et al., 2006). Particularmente, las oscilaciones
hipocampales en el rango de entre 3 a 8 Hz o theta (B) son fundamentales para la
integracion, codificaciéon, almacenamiento, recuperacién y evocacion de la informacion
(Traub et al., 1996; Kahana et al., 2001; Buzsaki, 2002; Buzsaki et al., 2003; Goutagny et

al., 2009). El ritmo 6 se ha correlacionado con procesos como la memoria visoespacial

10



(Hasselmo, 2012), la memoria de trabajo (Jones and Wilson, 2005) y la memoria episodica
en seres humanos (Klimesch et al., 2001; Lega et al., 2012). Diferentes evidencias
experimentales ha demostrado una asociacion entre el aumento en la potencia del ritmo 6
hipocampal y la codificacion correcta de la memoria (Bastiaansen et al., n.d.; Osipova et al.,
2006; Nokia et al., 2008; Rutishauser et al., 2010; Lega et al., 2012; Vass et al., 2016). La
relevancia del ritmo 6 hipocampal es tal que su interrupcién, ya sea por lesién del
hipocampo o el septum medial o por manipulaciones farmacolégicas que interfieren con
mecanismos involucrados en su generacion, afecta el proceso de memoria en varias de sus
fases (Givens, 1995; McNaughton et al., 2006; Hasselmo and Stern, 2014).
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Figura 2. El hipocampo genera oscilaciones poblacionales que son fundamentales para los
procesos cognoscitivos. 1zq. Microfotografia que muestra un arreglo de electrodos insertos
en el hipocampo desde CA1 hasta el GD. Las letras representan cada uno de los estratos
del hipocampo: o, stratum oriens; p, piramidal; r, stratum radiatum; Im, stratum lacunosum
moleculare; g, capa granular; h, hilus. Los nUmeros representan cada uno de los sitios de
registro. Der. Registros del potencial local de campo de los 16 sitios indicados, donde se
observan varios tipos de oscilaciones. En la parte superior se observan predominantemente
las ondas theta y en la parte inferior se pueden observar las mismas ondas theta mezcladas
con ondas gamma de mayor frecuencia (Bragin, et al. 1995, adaptado en Buzsaki, 2002).
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Organizacion Anatdmica del Hipocampo

El hipocampo tiene un organizacion laminar conformada por 3 capas en varias de
sus subregiones (Amaral and Witter, 1989; Johnston and Amaral, 2004; Thammaroj et al.,
2005). La primera capa tendra el nombre de stratum oriens si se encuentra en la subregién
de CA. Esta capa recibe el nombre de hilus en el caso de encontrarse en el giro dentado
(GD)(van Strien et al.,, 2009). Esta capa esta conformada por procesos aferentes y
eferentes, asi como interneuronas y dendritas (van Strien et al., 2009). La siguiente capa
es denominada capa piramidal (si se encuentra en CA) o capa granular (si se encuentra en
el giro dentado), dichas capas estan conformada por los somas de las neuronas principales
y de algunas interneuronas (van Strien et al., 2009). La ultima capa presenta diferentes
nombres dependiendo de la subregion, en el GD se denomina stratum moleculare(van
Strien et al., 2009) y en el caso de las regiones CA1 y CA3 no presenta un nombre general
pues se divide en subregiones denominadas stratum radiatum, stratum lacunosum-
moleculare (en CAl y CA3) y stratum lucidum (ademas de las dos anteriores y
exclusivamente en la region CA3) (Johnston and Amaral, 2004; van Strien et al., 2009). Esta
tercera capa estd compuesta por dendritas apicales de neuronas principales e
interneuronas asi como de axones de las neuronas de proyeccion provenientes del giro
dentado, en el caso exclusivo de la region CA (Witter et al., 2000; Johnston and Amaral,
2004).

Ademds de esta organizacion laminar, el hipocampo genera un circuito en conjunto
con los deméas elementos de la formacion hipocampal (Amaral and Witter, 1989; Johnston
and Amaral, 2004) que inicia y termina en la corteza entorrinal (Johnston and Amaral, 2004).
La corteza entorrinal proyecta vias glutamatérgicas hacia las células granulares del giro
dentado através de la via perforante (Amaral and Witter, 1989; Johnston and Amaral, 2004).
Las células granulares del giro dentado envian aferencias llamadas fibras musgosas hacia
las neuronas piramidales de CA3 (Johnston and Amaral, 2004). Posteriormente, las
neuronas piramidales de CA3 proyectan las colaterales de Schaffer hacia la regién
dendritica de CAl (Johnston and Amaral, 2004), dando paso al ultimo relevo de la
informacion representado por las neuronas piramidales de CAl, que envian sus
proyecciones hacia el subiculum y nuevamente a la corteza entorrinal (Freund and Buzsaki,

1996), cerrando lo que representa el circuito reverberante cortico-hipocampo-
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cortical(Johnston and Amaral, 2004). Ademas, existe una via directa que conecta la corteza

entorrinal con CA1 de manera bidireccional evitando el relevo en CA3 (Witter et al., 2000).

Si bien, los sistemas de neurotransmision involucrados en la funcién hipocampal son
diversos, la aferencia principal que llega al hipocampo es glutamatérgica (Johnston and
Amaral, 2004). Sin embargo, también existen diversos sistemas neuromoduladores,
intrinsecos o extrinsecos, que influyen en la dinamica del circuito hipocampal (Vizi and Kiss,
1998). Entre estos sistemas neuromoduladores, se encuentra el sistema GABAérgico que
tiene vias interneuronales, asi como aferentes y eferentes al hipocampo (Freund and Antal,
1988; Toth et al., 1993). Las fibras aferentes GABAérgicas al hipocampo provienen
principalmente de la regiébn del septum (Freund and Antal, 1988). Asimismo, las
interneuronas inhibitorias GABAérgicas del hipocampo proyectan de regreso hacia el
septum medial, ademas de la banda diagonal de Broca y el hipocampo contralateral (Toth
et al., 1993). Ademas de los sistemas glutamatérgico y GABAérgico otros
neurotransmisores también pueden modular la funcién hipocampal (Vizi and Kiss, 1998),
entre ellos se encuentran la noradrenalina mediante aferencias procedentes del locus
coeruleus (Loy et al., 1980), la serotonina que proyecta de los nucleos dorsal y medial del
raphé hacia el hipocampo (Conrad et al., 1974); la dopamina que modula al hipocampo a
través del area tegmental ventral del sistema mesolimbico (Gasbarri et al., 1997) y la
acetilcolina que modula la funciébn hipocampal a través de aferencias procedentes del
septum medial y la banda diagonal de Broca (Vizi and Kiss, 1998; Johnston and Amaral,
2004).

Las alteraciones hipocampales producidas por la PBA

Funcionalmente, la PBA altera la dinamica hipocampal promoviendo cambios en la
actividad del circuito (Pefa et al., 2002, 2010; Adaya-Villanueva et al., 2010; Balleza-Tapia
et al., 2010; Pefia-Ortega and Bernal-Pedraza, 2012; Gutiérrez-Lerma et al., 2013; Isla et
al., 2016). In vivo, la PBA es capaz de disminuir la potencia de oscilaciones hipocampales
en el rango 8 (3-8 Hz) (Colom et al., 2010; Villette et al., 2010; Yue et al., 2014) y aumentar
las oscilaciones delta (0-2 Hz) (Wang et al., 2002b; Pefia-Ortega and Bernal-Pedraza,
2012), lo que se relaciona a alteraciones del proceso de memoria (Villette et al., 2010; Yue

et al., 2014). Lo anterior, es debido a que la integridad en los componentes de las
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oscilaciones 6 es necesaria para la generacién, mantenimiento y recuperacién de la
informacién (Buzsaki, 2002; Buzsaki et al., 2003; McNaughton et al., 2006). Esta evidencia
correlaciona con lo encontrado en la actividad cerebral de pacientes con EA (Jeong, 2004;

Koenig et al., 2005; van Deursen et al., 2008).

Por otro lado, evidencia obtenida de registros in vitro muestra que la PBA es capaz
de reducir la potencia de la actividad hipocampal en diferentes componentes de frecuencia
(Adaya-Villanueva et al., 2010; Kurudenkandy et al., 2014). Por ejemplo, la PBA reduce la
potencia de la actividad 0, beta (12-40 Hz) y gamma (40-100 Hz) (Adaya-Villanueva et al.,
2010; Gutiérrez-Lerma et al., 2013; Kurudenkandy et al., 2014), asi como la potencia
generalizada de la actividad espontanea (Balleza-Tapia et al., 2010; Isla et al., 2016).
Ademas de las oscilaciones poblacionales, la PBA es capaz de alterar diferentes procesos
de plasticidad sinaptica en el hipocampo (Pefia et al., 2006; Palop and Mucke, 2010). La
aplicacion de la PBA en rebanadas de hipocampo previene la LTP (Walsh et al., 2002; Wang
et al., 2002a; Selkoe, 2008; Shankar et al., 2008) y aumenta la depresion a largo plazo
(LTD) (Wang et al., 2002; Shankar et al., 2008; Li et al., 2009; Chen et al., 2013).

Los mecanismos detras de los efectos de la PBA sobre la actividad de los circuitos
neuronales son diversos; por un lado la PBA puede interactuar con diversos receptores de
membrana (Balleza-Tapia and Pefia, 2009) entre los que se encuentran los receptores a
glutamato tipo NMDA (Snyder et al., 2005), los receptores nicotinicos de tipo a7 (Dineley et
al., 2002), las integrinas (Yamazaki et al., 1997), el receptor p75 (Yaar et al., 1997), el
receptor a insulina (Xie et al., 2002), el receptor para el factor de necrosis tumoral 1 (He et
al., 2007), el receptor para productos avanzados de glicacion (RAGE) (Deane et al., 2003)
y el receptor para péptidos formilados (FPRL1) (Iribarren et al., 2005), entre otros. La union
de la PBA a los receptores mencionados deriva en la activacion de diferentes cascadas de
sefializacién que pueden llevar a la disminucién de la actividad hipocampal (Balleza-Tapia
and Pefia, 2009; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia et al., 2010; Isla et al., 2016), después a
procesos de disminucion en la plasticidad sinaptica (Wang et al., 2003; Snyder et al., 2005;
Rockenstein et al., 2007; Wei et al., 2010; Roberson et al., 2011; Salgado-Puga and Pefa-
Ortega, 2015) vy, finalmente, a la muerte neuronal (Kihara et al., 1997; Yaar et al., 1997,
Kuner et al., 1998; Shaw et al., 2002; Tsukamoto et al., 2003; Reese et al., 2008).
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La GSK3p

La glucégeno sintasa quinasa tipo 3 (GSK3p, por sus siglas en inglés) es esencial
para diversos procesos patoldgicos desencadenados por la PBA (Rockenstein et al., 2007,
Hooper et al., 2008; Hernandez et al., 2009; Mendes et al., 2009; Georgievska et al., 2013;
Hernandez et al., 2013). La GSK3p es una cinasa de serinas y treoninas (Haar et al., 2001)
gue pertenece a la superfamilia de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (Hanks
and Hunter, 1995). La GSK3p presenta un dominio B plegado en el amino terminal y una
estructura a hélice en el segmento carboxilo terminal (Haar et al., 2001). El sitio de unién al
ATP se encuentra en la interface entre ambos dominios y esta rodeado por un giro rico en
glicinas y la bisagra de la cinasa (Haar et al., 2001). El giro de activacién se encuentra entre
sus residuos 200 al 226 y corre a lo largo de la superficie de la muesca de union al sustrato
(Haar et al., 2001). La GSK3B cuenta con dos sitios de fosforilacion que determinan la
actividad catalitica de la proteina (Haar et al., 2001). Por un lado, existe el sitio de
fosforilacion localizado en la serina 9 que es fosforilado por la AKT (Haar et al., 2001) y que
promueve un estado conformacional que resulta en la inactivacién de la cinasa (Haar et al.,
2001). Por otro lado, existe un sitio de fosforilacion en la tirosina 216, el cual se localiza en
el giro de activacion y cuya fosforilacion va a incrementar la actividad catalitica de la cinasa
(Haar et al., 2001).

La presencia de la GSK3[ es necesaria durante el desarrollo (Salcedo-Tello et al.,
2011) y su deficiencia resulta letal durante la embriogénesis debido a la severa
degeneracion del higado (Hoeflich et al., 2000). En el sistema nervioso central, la GSK3
es necesaria para procesos de plasticidad sinaptica que subyacen a la memoria (Peineau
et al., 2007). La GSK3[3 es esencial durante el desarrollo para la formaciéon de axones
(Garrido et al., 2007). Asimismo, participa en procesos de retroalimentacion negativa que
reducen la excitabilidad neuronal (Wildburger and Laezza, 2012). Sin embargo, su
activacion prolongada deriva en la alteracion de la funcion hipocampal (Georgievska et al.,
2013).

Hay una correlacién entre los efectos producidos por la PBA y la activacién de la
GSK3p (Hooper et al., 2008; Hernandez et al., 2009; Hernandez et al., 2013). La activacion

de la GSK3pB por la PBA involucra diferentes cascadas de sefializacion principalmente
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asociadas a la activacion de las integrinas por la PBA. Por un lado, la PBA es capaz de
unirse a las integrinas a1B1 (Ghiso et al., 1992; Pfaff et al., 1994; Balleza-Tapia and Pefia,
2009) promoviendo cascadas de sefalizacion que derivan en la activacion de la GSK3p.
Dicha cascada de sefalizacion involucra la autofosforilacion de la cinasa de adherencia
focal (FAK) (Frasca et al., 2008) que forma un complejo con otro miembro de la familia de
Src denominado cinasa Fyn. La unién de la PBA a la integrina a1f1 resulta en la activacion
del complejo FAK/Fyn (Williamson et al.,, 2002; Messina et al., 2003) que fosforila en
tirosinas a la GSK3[ (Lesort et al., 1999) y promueve su activacion. La activacion de otra
integrina, la avB1, promueve la fosforilacion de la cinasa de tirosinas rica en prolinas 2
(Pyk2) (Balleza-Tapia and Pefia, 2009). Se ha propuesto que Pyk2 es otra cinasa capaz de
fosforilar a la GSK3p en tirosinas e inducir asi su activacién (Hartigan et al., 2001; Sayas
and Ariaens, 2006).

Una vez activa, la GSK3p tiene diferentes blancos que estan relacionados con la
disminucion de la excitabilidad neuronal (Bradley et al., 2012; Salgado-Puga and Pefa-
Ortega, 2015). La GSK3p fosforila diversos canales iénicos. Por un lado, la GSK3 es capaz
de fosforilar a diferentes canales de potasio promoviendo una apertura sostenida de los
mismos y una hiperpolarizacion prolongada de la membrana neuronal (Borsotto et al., 2007;
Gross et al., 2007; Peineau et al., 2007; Kapfhamer et al., 2010; Sutherland, 2011; Salgado-
Puga et al., 2017). La GSK3[3 también participa en la fosforilacién del dominio sinaptico
intracelular de interaccion de proteinas de los canales de calcio tipo P/Q (Zhu et al., 2010)
disminuyendo la concentracion intracelular de calcio en neuronas hipocampales,
previniendo la asociacién del complejo SNARE y previniendo la liberacion presinaptica de
las vesiculas (Zhu et al., 2010). Consecuentemente, la activacion de la GSK3[ disminuye
la liberacion de glutamato posterior a la estimulacion de alta frecuencia en neuronas
hipocampales al disminuir la expresion de la sinapsina |, que es una parte fundamental del
complejo SNARE (Zhu et al., 2007).

También, la activacion de la GSK3B es capaz de inducir la internalizacion de
receptores AMPA durante la LTD (Peineau et al., 2007) y su inhibicién lleva a un aumento
de los mismos durante la LTP (Peineau et al., 2007). Un efecto similar se ha caracterizado
en los receptores NMDA, donde la activaciéon de la GSK3[ lleva a la internalizacion de los
receptores (Li et al., 2009b), efecto que es prevenido mediante la inhibicion de la GSK3
(Li et al., 2009b). Asimismo, la GSK3 es capaz de fosforilar canales de sodio dependientes

de voltaje promoviendo su internalizacion y una subsecuente disminucion de la excitabilidad
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neuronal (James et al., 2015). A largo plazo, la activaciéon de la GSK3B produce la
hiperfosforilacion de la proteina Tau (Pérez et al., 2003; Zhang et al., 2011b), lo que
eventualmente lleva a la formacion de las marafias neurofibrilares y a la muerte neuronal
(Garcia and Cleveland, 2001; Holtzman et al., 2011).

El litio, la PBA y la GSK3p

El litio es un ion monovalente (Phiel and Klein, 2001) que ha sido utilizado en la
practica clinica desde hace mas de 50 afios como tratamiento para diferentes
enfermedades psiquiatricas entre las que se encuentra el desorden bipolar (Cade, 1949;
Shorter, 2009), la depresion (De Montigny et al., 1981; Fava et al., 1994) y la esquizofrenia
(Malhi et al., 2009); inclusive se ha probado como sedante y anticonvulsivante (Wada et al.,
2005). En el caso del desorden bipolar, el litio ayuda a controlar los periodos de mania
aguda (Severus et al., 2014) y su uso reduce la tasa de suicidios en pacientes con
bipolaridad (Smith et al., 2013). La reduccion en la tasa de suicidios después del tratamiento
con litio también se ha observado en la poblacién general (Ohgami et al., 2009). Dentro del
tratamiento del desorden bipolar, el litio también se usa como auxiliar en el control de los
sintomas asociados al componente depresivo (Malhi et al., 2009). Si bien, la mayoria de los
usos terapéuticos del litio van de la mano con la estabilizacion de estado de animo (Ohgami
et al., 2009), recientemente se ha sugerido su uso para el tratamiento de la EA (Yeh and
Tsai, 2008; Budni et al., 2017), con resultados prometedores en ensayos clinicos (Hampel
et al., 2009; Forlenza et al., 2011).

El litio tiene una amplia variedad de blancos a nivel terapéutico, se ha caracterizado
que podria estar involucrado en la regulacién de la actividad glutamatérgica (Jope, 1999).
Asimismao, el litio puede regular receptores nucleares, alterando la expresion y biosintesis
de neurotransmisores o receptores (Lenox and Wang, 2003), se sabe también que
promueve la liberacién de serotonina en los nucleos del rafé (Scheuch et al.,, 2010).
Asimismo, se ha caracterizado su funciébn como regulador de proteinas cinasas modulando
su actividad catalitica (Roux and Dosseto, 2017) a través de la ocupacion del sitio de union
del magnesio (Roux and Dosseto, 2017). Asi, el litio promueve acciones terapéuticas a
través de la modificacion de sistemas de segundos mensajeros via la inhibicion enzimatica
(Brown and Tracy, 2013). Se han descrito dos cascadas de sefializacion moduladas por la
accion del litio (Brown and Tracy, 2013). Por un lado, el litio es capaz de regular la

produccion del fosfatidilinositol (Phiel and Klein, 2001) a través de la deplecion del
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mioinositol libre (Phiel and Klein, 2001), lo que lleva a la reduccion de la resintesis del
fosfatidilinositol bifosfato, lo que a su vez previene la regeneracién del inositol-1,4,5,
trifosfato y altera las cascadas de sefializacion dependiente de este mediador (Phiel and
Klein, 2001).

Por otro lado, gran parte de los efectos del litio en el SNC se deben a la inhibicién
de la GSK3p (Freland and Beaulieu, 2012). El litio es capaz de inhibir a la GSK3( de manera
directa e indirecta (Freland and Beaulieu, 2012). Directamente, el litio promueve una
disrupcién de la actividad catalitica de la GSK3[B mediante la competencia por el sitio de
unién del magnesio (O’Brien and Klein, 2009). Indirectamente, el litio inhibe a la GSK3f
mediante el aumento de la fosforilacion en el residuo amino terminal (Pasquali et al., 2010),
ya sea mediante la inhibicion de algunas fosfatasas de proteinas (Zhang et al., 2003) o
debido a la activacion de cinasas proteinas que inhiben la actividad de la GSK33 como la
Akt o la PKC (Sakamoto et al., 2004; De Montigny et al., 2013). Las evidencias detras de
los efectos inhibitorios del litio sobre la GSK3pB, particularmente en modelos relacionados

con los efectos de la PBA se discuten a continuacion:

El tratamiento con litio previene la fosforilacion de la proteina Tau provocada por la
activacion de la GSK3 (Pérez et al., 2003). Otra evidencia indica que el pre-tratamiento
con litio previene la muerte celular y la hiperfosforilaciéon de Tau derivadas de la activacion
de la cascada de senalizacion PBA-GSK3pB en cultivos corticales primarios (Zhang et al.,
2011b). Adicionalmente, el tratamiento con litio previene la fosforilacién de Tau en células
CHO transfectadas para expresar GSK3p y tau (Forlenza et al., 2000). Por otro lado, el
tratamiento con litio (0.02 mM, 0.2 mM y 2mM) reduce la expresion del mRNA de la GSK3
en cultivos de neuronas hipocampales y su aplicacion intraperitoneal o en ratas durante 4
semanas reduce la expresién del mMRNA de GSK3 en el hipocampo de forma dependiente
de la dosis (Mendes et al., 2009). El pretratamiento con litio en cultivos primarios de
neuronas hipocampales previene la activacién de la GSK3[ producida por la aplicacion de
la PBA (Nemoto et al., 2014). En otros experimentos, la inyeccion intraperitoneal de litio
durante 3 meses a ratones PBAPP/PS1 de 10 meses previene las alteraciones en el
aprendizaje y la memoria, evaluados en el laberinto acuatico de Morris. Ademas, reduce las
placas seniles, reduce la cantidad de la PBA soluble, inhibe a la GSK3B y reduce la
fosforilacion de la proteina Tau (Zhang et al., 2011a). Interesantemente, la inyeccion de litio
durante 4 semanas en ratones triple transgénicos (3xTgAD) de 15 meses, si bien disminuye

la fosforilacion de la proteina Tau e inhibe a la GSK3, no disminuye las placas ni la PRA
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soluble, ni tampoco rescata el deterioro cognitivo, 1o que indica que la inhibicién de la
GSK3pB con litio, como una estrategia para prevenir los efectos de la PBA, no es muy
prometedora en etapas tardias de EA (Caccamo et al., 2007). Finalmente, la inyeccion de
litio durante 30 dias en un modelo transgénico asociado a alteraciones de la proteina Tau
aumenta la fosforilacién de la GSK3pB en el residuo de serinas inhibidor de su actividad,

posiblemente debido a la activacién de la AKT (Noble et al., 2005).

Ademas de los efectos del litio sobre la GSK3[ descritos en el parrafo anterior,
existen diversas evidencias que apuntan a que el tratamiento farmacol6égico con litio
previene los efectos de la PBA en diferentes modelos experimentales. Por ejemplo, el
tratamiento agudo con litio a animales PDAPP, que sobre-expresan a la APP subtipo
Indiana, disminuye la cantidad de la PBA en el hipocampo en un 28%. Dicha diminucién se
mantiene constante si el tratamiento continua 12 horas y aumenta a un 45% si la dosis
incrementa, lo que indica que los efectos del litio son dependientes de la dosis y de larga
duracién (Su et al., 2004). Asimismo, el tratamiento crénico con litio disminuye los niveles
de la PBA asi como las placas (Su et al., 2004). Ademas, el tratamiento con 3-6 mM de litio
en cultivos de células HEK293 que sobreexpresan la APP con la mutacién tipo sueca reduce
la cantidad de la PBA de manera dependiente de la dosis (Su et al., 2004). Las evidencias
mostradas previamente indican que el litio ejerce un efecto inhibitorio sobre la GSK3B que
previene a su vez diversas alteraciones producidas por la PBA convirtiéndolo en una
herramienta farmacol6gica importante para prevenir los efectos producidos por la activacion

de la cascada de sefalizacion PRA-GSK3[.

A pesar de todos los efectos producidos por el litio en el SNC, se ha caracterizado
gue tiene diversos efectos secundarios dependientes de la dosis (Albert et al., 2013) y del
tiempo de consumo (Tredget et al., 2010). Entre los efectos secundarios provocados por el
tratamiento con litio a dosis altas y/o prolongadas se incluye el temblor en las manos
(Bohlega and Al-Foghom, 2013), el nistagmo (Lee and Lessell, 2003), el dolor de cabeza
(Oruch et al., 2014), las nauseas (Oruch et al., 2014), el hipertiroidismo (Ozerdem et al.,
2014), el aumento de peso (Grandjean and Aubry, 2009), la hipercolesterolemia (Choong
et al., 2012), la poliuria (Gahr et al., 2013). En extremo, estos efectos secundarios del litio
incluyen la nefropatia (Gahr et al., 2013) y la falla renal (Bendz et al., 2010; Tredget et al.,
2010). Muchos de estos efectos secundarios se van agudizando con la edad (Lehmann and
Lee, 2012; Tondo et al., 2017), por lo que se recomienda utilizar la menor dosis que genere

un efecto terapéutico para prevenir al maximo los efectos secundarios (Oruch et al., 2014).
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El Ejercicio, la PBA y la GSK3p

El ejercicio es una herramienta terapéutica preventiva que ha sido explorada
ampliamente en diversas patologias crénicas (Mora and Valencia, 2018). El ejercicio mejora
la calidad de vida de los individuos, particularmente la de los adultos mayores (Mora and
Valencia, 2018). El ejercicio cotidiano reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Hussain et al., 2016), de falla cardiaca y de ataques cardiacos (Yusuf et al., 2004; Davies
et al., 2010), previene la hipertensién arterial (Foley et al., 2016) y disminuye el colesterol
(Myers, 2003). Adicionalmente a los efectos en el sistema circulatorio, el ejercicio es capaz
de reducir el riesgo de padecer EA (Hamer and Chida, 2009; Erickson et al., 2011; Sattler
et al., 2011; Norton et al., 2014) y constituye el principal factor asociado a la prevencion del
desarrollo de la patologia (Norton et al., 2014).

Gran parte de las evidencias experimentales indican el efecto benéfico del ejercicio
sobre la patologia tipo EA provienen de modelos transgénicos de la enfermedad (Karsten
and Geschwind, 2005). Por ejemplo, el ejercicio es capaz de disminuir la acumulacion de
placas de la PBA en modelos transgénicos de la EA (Adlard et al., 2005) asi como disminuir
los niveles de la PBA soluble (Um et al., 2008; Radak et al., 2010). Asimismo, el ejercicio
previene el deterioro en el aprendizaje y la memoria dependiente del hipocampo en
diferentes modelos transgénicos de la enfermedad (Nichol et al., 2009; Liu et al., 2011;
Cetinkaya et al., 2013; Intlekofer and Cotman, 2013; Yu et al., 2013; Zhao et al., 2015). En
ejercicio también previene las alteraciones en procesos de plasticidad sinaptica como la
LTP (Garcia-Mesa et al., 2011; Liu et al., 2011, 2013) o en la plasticidad de corto plazo
medida a través de la estimulacion de pulsos pareados (Garcia-Mesa et al., 2011).
Adicionalmente, el ejercicio aumenta la proliferacion celular en general, y neuronal en
particular (Tapia-Rojas et al., 2016), ademas de que aumenta la sobrevivencia de las
células nuevas (Marlatt et al., 2013), promoviendo un aumento en la neurogénesis en
modelos transgénicos de la EA (Wolf et al., 2006; Radak et al., 2010). A su vez, el ejercicio
previene la disminucion en la sinaptogénesis (Zhao et al., 2015) y la arborizacién dendritica
(Lin et al., 2015) caracteristicas de los modelos transgénicos de la EA. Ademas de los
efectos preventivos descritos previamente, el ejercicio es capaz de activar diversas
cascadas de sefalizacion (Cotman et al., 2007) que son capaces de inhibir a la GSK3p

(Chen and Russo-Neustadt, 2005; Bayod et al., 2013). En el musculo el ejercicio de alta

20



intensidad es capaz de inhibir a la GSK3[3 a través de un aumento en la fosforilacién en
serinas (Sakamoto et al., 2004; Mccutcheon et al., 2006). La inhibicion de la GSK3f
producida por el ejercicio en el musculo inicia con tan sélo una semana de ejercicio
voluntario (Manabe et al., 2013) y permanece mientras el ejercicio siga de manera diaria
durante al menos 7 semanas (Manabe et al., 2013). Esta inhibicion de la GSK33 producida
por el ejercicio se debe principalmente a la activacibn de los receptores a insulina
(Sakamoto et al., 2004), lo que promueve un aumento en la actividad de la AKT (Sakamoto
et al., 2004; Mccutcheon et al., 2006). Alternativamente, el ejercicio promueve la inhibicién
de la GSK3[ de manera independiente al receptor para insulina (Markuns et al., 1999). Por

ejemplo, a través del receptor Dishevelled (Aschenbach et al., 2006).

De manera similar a lo reportado en el musculo, el ejercicio es capaz de inhibir a la
GSK3p a través de la activaciéon de la AKT en el hipocampo (Chen and Russo-Neustadt,
2005, 2007; Hu et al., 2009). La inhibicién de la GSK3[ producida por el ejercicio en el
hipocampo se debe principalmente a la activacion de los receptores a insulina o bien del
receptor al factor de crecimiento insulinico tipo 1(IGF-1) (Carro et al., 2000; Trejo et al.,
2001; Gomes et al., 2009; Llorens-Martin et al., 2010; Muller et al., 2011). Adicionalmente
a los receptores a insulina o al IGF-1, la inhibicién de la GSK3B producida por el ejercicio
en el cerebro se debe a la activacion de otros receptores asociados a factores tréficos que
son capaces de inhibir a la GSK3p via AKT, incluyendo el factor de crecimiento derivado
del cerebro (BDNF) (Patapoutian and Reichardt, 2001; Chen and Russo-Neustadt, 2005;
Numakawa et al., 2010; Jr et al., 2011; Um et al., 2011; Cassilhas et al., 2012; Fang et al.,
2013). De hecho, el ejercicio voluntario aumenta la cantidad de BDNF, lo que promueve la
activacion de los receptores tipo tirosina cinasa (Trk) (Chen and Russo-Neustadt, 2005;
Fang et al., 2013; Kim et al., 2015). La activacion de los receptores Trk esta estrechamente
relacionada con la activacion de la AKT (Chen and Russo-Neustadt, 2005; Bruel-Jungerman
et al., 2009), lo que inhibe a la GSK3[ (Chen and Russo-Neustadt, 2005; Bruel-Jungerman
et al., 2009; Isla et al., 2016). Ademas de las vias de la insulina y el BDNF, recientemente
se ha identificado que el ejercicio es capaz de activar la via canonica de Wnt, lo que resulta
también en la inhibicion de la GSK3 (Bayod et al., 2013). Todas estas evidencias indican
que el ejercicio representa una excelente estrategia para inhibir a la GSK3p mediante

diferentes cascadas de sefializacion.

Si bien el ejercicio promueve una gran cantidad de efectos benéficos en el

organismo, particularmente en el cerebro y el hipocampo, conforme avanza la edad de los
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individuos la probabilidad de realizar actividad fisica disminuye (Schutzer and Graves,
2004); dicha disminucién ha sido asociada a la disminucién en la fuerza (Larsson et al.,
1979), la masa muscular (Brady and Straight, 2014) y el decremento en la densidad 6sea
(Burr, 1997), lo que repercute en un aumento en la fragilidad (Langlois et al., 2013).
Ademas, el dolor asociado a lesiones (Cohen-Mansfield et al., 2003), el cambio en la
composicion corporal (Brady and Straight, 2014), el aumento en la grasa (Goodpaster et
al., 2006), sobre todo de tipo intramuscular (Buford et al., 2012), y el aumento en el riesgo
de caidas provocado por un pobre balance y un tiempo de reaccion menor (Hall and
Hendrie, 2003; Davis et al., 2010) contribuyen a la disminucién de la actividad fisica con la
edad.

Antecedentes Directos

Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que la aplicacion aguda de la
PBA disminuye la actividad eléctrica espontanea del hipocampo tanto in vitro como in vivo.
Ademas, este efecto correlaciona con la amnesia producida por la PBA en roedores (Selkoe,
2008; Balleza-Tapia and Pefa, 2009; Villette et al., 2010; Pefia-Ortega and Bernal-Pedraza,
2012). También hemos demostrado que la inhibicion de la actividad eléctrica hipocampal
producida por la PBA involucra la activacion de una via transduccional en la que participa
la cinasa de serinas/treoninas GSK3 (Pefia-Ortega et al., 2012). Esta via de sefializacion
se induce porque la PBA es capaz de unirse a diversos tipos de receptores de membrana
entre ellos a las integrinas (Sabo et al.,, 1995), lo que desencadena la fosforilacién vy
subsecuente activacion de la cinasa FAK (Zhang et al., 1996). La activacion de FAK esta
estrechamente relacionada con la activacion de la cinasa Fyn (Messina et al., 2003), la cual
es capaz de activar a la GSK3p via la fosforilacion de tirosinas (Lesort et al., 1999). Sumada
a esta cascada de senalizacion inducida por la PBA, existen diversas pruebas de la
participacién de la PBA en la activacion de otras cascadas que terminan activando a la
GSK3p (Takashima et al., 1996).

Los hallazgos descritos en el parrafo anterior son de relevancia clinica, por varias
razones. Por una parte, porque se han detectados diversas alteraciones en la expresion y
en la actividad de la GSK3[ en el cerebro de los pacientes con EA (Bhat et al., 2004; Hooper
et al., 2008; Hernandez et al., 2009). Por otra parte, porque los inhibidores de la GSK3p,
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entre los que se encuentra el litio, se utilizan en la terapéutica para tratar sujetos que
padecen el trastorno bipolar (Schou and Juel-Nielsen, 1954; Rowe et al., 2007). Sin bien se
ha demostrado que el litio es un potente inhibidor de muchos de los efectos deletéreos
producidos por la PBA (Alvarez et al., 1999; Zhang et al., 2011a; Pefia-Ortega et al., 2012)
a través de la inhibicién de la GSK3 (Ryves and Harwood, 2001; Freland and Beaulieu,
2012) e incluso ya se encuentra en pruebas clinicas para el tratamiento de la EA (Hampel
and Ewers, 2009; Forlenza et al., 2011); este farmaco presenta multiples efectos
secundarios que podrian limitar su uso terapéutico en contra de la EA, o que ya limitan su
uso en algunos pacientes con trastorno bipolar (Timmer and Sands, 1999; Tredget et al.,
2010; Wells et al., 2012). Debido a lo anterior, en la actualidad se exploran otras estrategias
para inhibir a la GSK3[3 que no produzcan tantos efectos adversos (Bhat et al., 2004; Hooper
et al., 2008). Una de estas estrategias es el ejercicio fisico. El ejercicio es capaz de producir
efectos terapéuticos contra muchas enfermedades (Cotman et al., 2007; Langlois et al.,
2013), incluidas algunas del sistema nervioso (Cotman et al., 2007; Radak et al., 2010; Voss
et al., 2011).

Se ha demostrado que el ejercicio es capaz de prevenir diversas alteraciones
relacionadas con la EA (Lange-Asschenfeldt and Kojda, 2008; Cyarto et al., 2010; Liang et
al., 2010) y, en particular, es capaz de reducir algunas alteraciones producidas por la PBA
(Adlard et al., 2005; Nichol et al., 2008; Liu et al., 2011). Los efectos benéficos del ejercicio
sobre el funcionamiento del sistema nervioso involucran una gran cantidad de mecanismos
como la secrecion de factores tréficos, el aumento en la irrigacion central, el aumento en la
actividad oscilatoria hipocampal, etc. (Cotman et al., 2007; Li et al., 2008; Jr et al., 2011).
Interesantemente, de manera relevante para este proyecto, se ha demostrado que el
ejercicio es capaz de disminuir la actividad de la GSK3 sobretodo en la musculatura (Lajoie
et al., 2004; Sakamoto et al., 2004). Sin embargo, estudios recientes indican que el ejercicio
también disminuye la actividad de la GSK3f en el sistema nervioso central (Chen and
Russo-Neustadt, 2005; Um et al., 2011).

Proyecciones indican que para el afio 2030 existiran alrededor de 65.7 millones de
personas con demencia. Esta cifra se duplicara en el 2050 hasta alcanzar los 115.4 millones
de paciente (Alzheimer’s Disease International, 2009). Desafortunadamente, las opciones
terapéuticas para tratar esta enfermedad son muy limitadas. Debido a esto, se desarrollan
esfuerzos para encontrar tratamientos eficaces, economicos y de fécil acceso para el

tratamiento de la misma. De hecho, se ha propuesto que dicho tratamiento debe consistir
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de estrategias farmacoldgicas (p.e. el litio) y no farmacologicas (p.e. el ejercicio) (Stréhle et
al., 2015; Cummings et al., 2016, 2017). Debido a que los adultos mayores son mas
susceptibles a padecer de los efectos adversos ocasionados por la mayoria de los
farmacos. En este proyecto evaluamos si el tratamiento con el litio, que es un farmaco
utilizado comunmente en el tratamiento del trastorno bipolar(Schou and Juel-Nielsen, 1954),
ylo el ejercicio fisico podrian prevenir las alteraciones producidas por la PBA v,
potencialmente, revertir algunos de los sintomas tempranos de la EA. El uso de modelos
animales nos permitir explorar diferentes dosis del fArmaco en combinacién con diferentes
regimenes de ejercicio con la posibilidad de detectar combinaciones en las que dichos
tratamientos se potencien. Por ello, en este proyecto estudiamos si la combinacién del litio
con el ejercicio fisico potencia sus posibles efectos protectores contra la amnesia y la
alteracion de la actividad hipocampal producidas por la PBA en ratas inyectadas

intracerebroventricularmente (Pefia et al., 2010; Pefia-Ortega and Bernal-Pedraza, 2012).

Hipodtesis

Si el tratamiento con litio a corto plazo y el ejercicio moderado inhiben a la GSK33,
entonces la combinacién de ambos tendra un efecto sinérgico y prevendra las alteraciones

en la memoria y la actividad hipocampal producidas por la PBA.

Objetivo general

Caracterizar los efectos del tratamiento con litio en combinacién con ejercicio
moderado como estrategia terapéutica ante los efectos producidos por la PBA a través de
la GSK3.

Objetivos particulares

- Caracterizar el efecto del litio como tratamiento preventivo ante los efectos de la
PBA sobre la memoria, la actividad oscilatoria hipocampal y la activaciéon de la
GSK3B.

- Encontrar una dosificacién subterapéutica de litio que por si sola no prevenga las

alteraciones producidas por la PBA.
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- Caracterizar el efecto del ejercicio como tratamiento preventivo ante los efectos de
la PBA sobre la memoria, la actividad oscilatoria hipocampal y la activacién de la
GSK3g.

- Encontrar un régimen subterapéutico de ejercicio que por si solo no prevenga las
alteraciones producidas por la PBA.

- Probar si la combinacién de un régimen subterapéutico de ejercicio con una dosis

subterapéutica de litio previene las alteraciones producidas por la PBA.

Materiales y Métodos

Animales: para los registros in vivo se utilizaron ratas de la cepa Wistar macho de entre
300 y 330 g que fueron trasladadas del bioterio del INB a un bioterio separado para
aclimatacion 1 semana antes de la intervencion quirtrgica. Para los registros in vitro se
utilizaron ratones machos de la cepa CD1. Todas las intervenciones en animales
cumplieron con las normas aprobadas por el Comité de Bioética del INB y, ademas,
cumplen con la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura (SAGARPA NOM-
062-Z00-1999).

Tratamiento con litio: en el caso de los ratones CD1, los animales tuvieron acceso a agua
normal en el grupo control o fueron tratados de manera oral con agua con litio a
concentracion 5 mM durante 3 semanas. En el caso de las ratas Wistar, los animales
tuvieron acceso a agua normal en el grupo control o fueron tratados de manera oral con

agua con litio (3 mM) durante 3 (corto plazo) 6 6 (largo plazo) semanas.

Tratamiento con ejercicio: los animales que fueron ejercitados se mantuvieron en cajas
con acceso a una rueda de ejercicio (Lafayette Instruments) en dos paradigmas distintos.
Por un lado, los animales sometidos de manera completamente libre a la rueda de ejercicio
(EX) tuvieron acceso las 24 horas del dia durante 3 semanas. Por otro lado, los animales
que tuvieron ejercicio moderado (EX Mod) se les permitio estar en la caja con rueda de
ejercicio por una hora al dia, 5 dias a la semana durante 3 semanas; el resto del tiempo, la
rueda de ejercicio no estuvo accesible a los animales. En ambos casos, los animales

tuvieron acceso a agua y comida ad libitum.
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Combinacion de los tratamientos: para la combinacion de los tratamientos de ejercicio y
litio, los animales tuvieron acceso a la rueda de ejercicio durante 1 hora al dia, 5 dias a la

semana durante 3 semanas y el agua de beber contenia litio 3mM.

Inyeccién intracerebroventricular: el dia de la operacion, los animales fueron
anestesiados con una combinacion de Xilacina (10 mg/kg) — Ketamina (100 mg/kg).
Posterior a la anestesia, los animales fueron montados en el aparato estereotaxico y se
procedid a realizar una inyeccion intracerebroventricular de Medio F12 (Vehiculo) o PBA
(100 pmoles/ul). Para las ratas, se utilizaron las siguientes coordenadas estereotaxicas de
acuerdo a Bregma: AP=-0.7, ML=+1.5, DV=-5.0. Cada rata experimental fue inyectada con
la PBA a una velocidad de 1uL X min. para un total de 10uL. Las ratas control fueron
administradas con Medio F12 exactamente en las mismas condiciones. En el caso de los
ratones CD1, las coordenadas estereotaxicas con respecto a Bregma fueron: AP=-0.5, ML=
+ 0.5, DV=-2.1. Cada ratén experimental fue inyectado con la PBA a una velocidad de 1uL
X min. para un total de 4 uL. Los ratones control fueron administrados con Medio F12
exactamente en las mismas condiciones. Posteriormente, los animales fueron puestos en

recuperacion durante 2 dias antes de cualquier intervencion.

Prueba de reconocimiento de objetos con componente visoespacial: para evaluar la
memoria visoespacial tanto en ratas como en ratones, se Uutilizé la prueba de
reconocimiento de objetos con componente visoespacial (Barker and Warburton, 2011).
Durante el primer dia de la prueba, se realiz6 la habituacion de los animales a un campo
abierto rectangular durante 5 minutos. Durante el segundo dia de la prueba se llevé a cabo
la fase de entrenamiento en la cual se colocaron dos objetos idénticos en dos de las
esquinas del campo abierto, permitiendo que los animales los exploraran libremente. En el
tercer dia de la prueba se llevé a cabo la fase de prueba de memoria en donde uno de los
objetos previamente presentados fue recolocado (M), durante la prueba de memoria, en
una esquina contraria a la original, permitiendo que los animales exploraran libremente los
objetos. Para el andlisis de esta prueba se procedié a cuantificar y sumar el tiempo total de
exploracion de ambos objetos. Posteriormente, se normalizé la exploracion de cada objeto
con respecto al tiempo total de exploracion. Este procedimiento se realizé tanto el dia del

entrenamiento como el dia de la prueba.

Evitacion Inhibitoria: también se utilizd también la prueba de evitacién inhibitoria para
medir la memoria (Sanchez-Resendis et al., 2012). El entrenamiento de evitacion inhibitoria

y la prueba de retencién se realizaron en una caja constituida por dos compartimientos, uno
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de seguridad y uno de castigo de las mismas dimensiones (30 x 30 x 30 cm), separados
por una puerta tipo guillotina. El piso del compartimiento de seguridad esta hecho con barras
de acero inoxidable de 6 mm de didmetro separadas con 1.5 cm entre ellas. Las paredes
del compartimiento de castigo estan compuestas de dos placas de acero inoxidable las
cuales se encuentran separadas en la mitad del piso por una ranura de 1 cm, dando una
forma de V, lo cual permitié que los sujetos hicieran contacto con las dos placas todo el
tiempo y pudieran recibir el choque eléctrico. EI compartimiento de castigo podia ser
electrificado utilizando un generador de pulsos cuadrados (Grass-Instruments Co., modelo
S48) conectado en serie con una unidad de corriente constante (Grass-Instruments Co.,
modelo CCU-1A). La camara de condicionamiento estd ubicada en un cuarto
sonoamortiguado (2.44 X 1.95 X 250 m) y con baja iluminacién provista de un
enmascarador de ruido (BRS/LVE, modelo AU-902). En la sesion de entrenamiento, cada
sujeto se colocé de inicio en el compartimiento de seguridad. Diez segundos después, la
puerta de separacion entre compartimentos se abrié y la latencia del animal para pasar al
compartimiento de castigo fue medida (latencia de adquisicion). Una vez que el sujeto
ingreso, la puerta se cerrd y se aplicé un choque eléctrico (0.7 mA por 5 s). Posteriormente,
se abrio la puerta de separacion para permitir que el sujeto escapara al compartimiento de
seguridad. La latencia para pasar al compartimiento de seguridad fue medida (latencia de
escape). Una vez en el compartimiento de seguridad, se dej6 al sujeto 30 sy se le regreso
a su caja habitacién. En el caso de que el sujeto no cruzara al compartimiento de castigo,
se tom6 como corte arbitrario 100 s y se dio por terminada la sesién. La sesién de prueba
se realizd6 24 h después del entrenamiento, se evalud la retencion de la experiencia
aversiva. La sesion se realizé como ya fue descrito (sesion de entrenamiento) con la
excepcién de que no se aplicd el choque eléctrico. Se midié el tiempo que el sujeto tardo
en pasar del compartimiento de seguridad al compartimiento de castigo (latencia de
retencion). En el caso de que la rata no cruzara al compartimiento de castigo, se tomé como
corte arbitrario 300 s y se dio por terminada la sesion. Reiterando, el dia del entrenamiento
de la prueba se cuantifico la latencia de adquisicién y de escape como indicadores de
aprendizaje, sensopercepcion y desempefio motor. El dia de la prueba de memoria se
cuantifico la latencia de retencién como indicador de la memoria (Whitlock et al., 2006).
Para el analisis de la prueba se resté la latencia de adquisicion a la latencia de retencion
(Martin-Garcia and Pallarés, 2008).

Prueba de suspension de la cola: para esta prueba los animales fueron sostenidos de la

parte distal de la cola a 30 cm del piso de su caja habitacion. Posteriormente, se midio el
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tiempo transcurrido para que los animales dejaran de presentar cualquier movimiento, con

excepcidn de la respiracion durante 15s (Zhang et al., 2008).

Registros in vitro: con el objetivo de caracterizar los efectos de la PRA sobre la actividad
espontanea hipocampal en rebanadas, se realizaron registros in vitro. Para ello, se
obtuvieron rebanadas de hipocampo de ratones CD1. Previo al inicio del protocolo de
operacion de los animales, se gasearon con carbogeno (95% O2 y 5% CO2) 15 ml de
liquido cefalorraquideo artificial modificado (LCRAmM) que contiene (en mM): 250 glicerol, 3
KCI, 36 NaHCOs3;, 1 KH2PO., 10 glucosa. 0.7 CaCl, y 2 MgS0..). Posterior a esto, se
procedié a inyectar al ratbn con Pentobarbital Sédico (40mg/kg) via intraperitoneal y el
animal se perfundi6é transcardiacamente con la solucién de LCRAmM. A continuacion, se
extrajo el cerebro y se colocé en una solucién fria de LCRA que contiene (en mM): 119
NacCl, 3 KClI, 1.5 CaCl;, 1 MgCl,, 25 NaHCO:zy 30 D-glucosa con un pH de 7.4, burbujeada
con carbdgeno. Posteriormente, se realizd un corte medial de todo el cerebro para obtener
un solo hemisferio. Este se peg6 en una base de agar cortado a 30° con el fin de obtener
rebanadas de hipocampo con una orientacién horizontal de 400 um de espesor. Esto se
realizé con la ayuda de un Vibratomo. Las rebanadas se dejaron reposar en LCRAm a 20°
C durante al menos 60 minutos. Posteriormente, las rebanadas fueron transferidas, de
forma individual, a una camara de perfusion sumergida en LCRAm oxigenado de manera
constante a una temperatura de 30 = 2°C. Los registros de campo se obtuvieron con
electrodos de borosilicato con una resistencia de entre 0.5 a 1 MQ llenados con LCRAm.
Los electrodos fueron colocados sobre la rebanada a la altura de la capa piramidal de la
region CA1l del hipocampo con ayuda de un microscopio estereoscopico y un
micromanipulador. La sefial electrofisiolégica obtenida del registro fue amplificada, filtrada
(1.5-150 Hz), digitalizada a 1 KHz y almacenada en una computadora personal. El protocolo
de registro consistié inicialmente en mantener la actividad control durante 30 minutos.
Posteriormente, se agrego la PBA a una concentracion de 10 nM. Fuera de linea, se realizd
el analisis mediante la transformada rapida de Fourier, con una ventana de Hamming, de
segmentos de 40 segundos del trazo para obtener el espectro de potencia con una

resolucion de 0.6 Hz antes y después de la aplicacion de la PBA.

Registros in vivo: estos experimentos se llevaron a cabo con el fin de evaluar la inhibicién
producida por la PBA sobre la actividad oscilatoria hipocampal in vivo. Para ello los animales
fueron anestesiados con urethano (1.5 g/Kg; i.p.). Posteriormente, los animales fueron

montados en un aparato estereotaxico para la implantacion de un electrodo de borosilicato.
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Las coordenadas del implante fueron (con respecto a Bregma): AP= -3.7 mm, ML= +2.0
mm. La coordenada DV se obtuvo mediante la observacion del registro, este punto se
determin6é en el momento en donde el trazo pasaba de oscilar de manera aleatoria a
producir ondas theta ante la estimulacion sensorial (-3.3 a -3.7mm). Mediante estimulacion
sensorial se indujo la aparicién de ritmo theta. Dicha estimulacién sensorial consistié en un
apretén de cola producido por una pinza de plastico colocada a 2 cm de la base de la cola.
Se aplicé un apreton de cola con una duracién de 60 segundos cada 10 minutos durante
30 min. Los registros de la actividad hipocampal fueron amplificados y filtrados (pasa altas,
1.5 Hz; pasa bajas, 1.5 KHz), digitalizados a 5 KHz y almacenados en un equipo de computo
para su posterior analisis. Se realiz6 el andlisis mediante la transformada rapida de Fourier,
con una ventana de Hamming, de segmentos de 30 segundos del trazo para obtener el
espectro de potencia con una resolucion de 0.3 Hz. Se tomaron para el analisis de la
actividad hipocampal 30 segundos previos a la estimulacién sensorial (ES) y 30 segundos
a partir del segundo 15 después del inicio de la ES. Se calculd la potencia integrada de la
actividad hipocampal.

Western blot: para el andlisis por Western blot de la GSK3 total y fosforilada, usamos
rebanadas de hipocampo de las cuales fue extraido el contenido proteico (Pefia-Ortega et
al., 2012; Vazquez-Cuevas et al., 2014). Las rebanadas fueron colocadas en tubos y
homogeneizadas en buffer de lisis frio, el cual contenia: 50 mM Trizma Base, 150 mM NacCl,
1 % Triton, 0.5 % SDS, 25 mM NaF, 1 mM Na4P207, 10 mM NasVO., 20 mM [3-
glycerophosphate e inhibidores de proteasas. Las muestras fueron pre-limpiadas mediante
centrifugacion y almacenadas a -80°. Para la electrophoresis, se agregd a los
homogeneados buffer Laemmli a concentracién 2X. Posteriormente, los homogeneados
fueron hervidos por 10 minutos y centrifugados durante 5 minutoa a 10,000 r.p.m, 15 pL de
buffer con muestra fueron agregados en cada una de las lineas del gel de SDS-PAGE gel
al 10%. Después de la electrophoresis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de PVDF vy fueron incubadas durante una hora con buffer de bloqueo el cual estaba
compuesto de TBS-T (20 mM Trizma base, 137 mM NaCl, and 0.05% Tween, pH 7.6) y
leche baja en grasa al 7.5%. Después, las membranas fueron incubadas con anticuerpo
policlonal de conejo para la deteccion de la GSK3 en su forma fosforilada, diluido en buffer
de TBS-T a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas dos veces con TBS-T y
dos veces mas con TBS normal (20 mM Trizma base and 137 mM NacCl, pH 7.6). Después,
las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa acida

de rdbano disuelto en TBS-T por 2 horas. Se visualizaron las proteinas utilizando el reactivo
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luminol para Western blot. Posterior a la primera visualizacion, las membranas fueron
reanalizadas para GSK3p total. Para ello se realiz6 el stripping de las membranas utilizando
un buffer para tal propdsito (0.070 mL 23 mercaptoethanol, 2 mL 10% SDS, 1.26 mL 0.5 M
Tris, pH 6.8 y 6.67 mL de agua desionizada). Posteriormente, se incub6 con anticuerpo
monoclonal de conejo para detectar GSK3f por 30 min. a 50°C con agitacién ocasional.
Posteriormente, las membranas se lavaron con agua desionizada, dos veces con TBS y

fueron procesadas como previamente se describié para el otro anticuerpo.

Inmunohistoquimica: para detectar a la microglia se utilizé el marcador Iba-1 (ionized
calcium binding adaptor molecule 1), seguin lo descrito previamnete por nuestro grupo de
trabajo (Lorea-Hernandez et al., 2016). Para ello, se obtuvieron rebanadas de hipocampo
de 40 um de espesor, que fueron sumergidas 3 veces en PBS durante 10 minutos. Las
rebanadas de hipocampo fueron tratadas con peréxido de hidrogeno al 3% durante 10 min
con el objetivo de bloquear la actividad enddgena de la peroxidasa. Posteriormente, las
secciones se sumergieron en PBS y se incubaron en 1.0% de borohidrato de sodio durante
6 a 8 min. Posteriormente, el tejido fue incubado con solucién de blogueo (5% Suero bobino
de albumina/2% de Suero de cabra o conejo/1% Tritén X-100 en PBS), durante 1 hr, para
disminuir las marcas no especificas. Las secciones que fueron incubadas con lba-1 y
lavadas con PBS. Posteriormente, se utilizé6 un anticuerpo secundario para detectar la
presencia del primario. Las secciones sin anticuerpo fueron procesadas de manera paralela
como controles negativos. Se analiz6 la marca de Iba-1 en la region CA1 del hipocampo.
Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia marca Zeiss acoplado
a una camara digital. Las células que presentaron marcaje positivo fueron contadas en la

region de interés (770 x 450 um) en 6 rebanadas por animal.

Analisis Estadistico: los datos conductuales estan representados en cajas de Tukey. Para
analizar las diferencias entre los grupos se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney. Para
analizar los datos electrofisiol6gicos la potencia normalizada fue al control (porcentaje de
cambio en el rango de 2-8Hz durante la ES con respecto al control de la actividad). Para
analizar la diferencia entre el control y la ES se realizé la prueba de Wilcoxon y para
determinar la diferencia entre grupos se realizo la prueba U de Mann-Whitney. En el caso
del Western blot, la prueba de suspensién de la cola y la inmunohistoquimica se realiz6é un
ANOVA de una via con un post test de Bonferroni. Se tom6é como diferencia

estadisticamente significativa una p<0.05.
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Resultados:

La PBA genera alteraciones de la memoria visoespacial

Con el objetivo de corroborar la similitud de los efectos de la PBA sobre la memoria
en diferentes especies, se realizé la prueba de reconocimiento de objetos con componente
visoespacial (Barker and Warburton, 2011). Tres semanas después de la inyeccion ICV de
la PBA o del VEH tanto en ratas Wistar, como en ratones CD1, se realizd la fase de
entrenamiento del reconocimiento de objetos con componente visoespacial (Fig. 3 A). En
ambas especies, tanto los animales inyectados con la PBA, como los animales inyectados
con VEH tuvieron un indice de exploracion similar por el objeto que permaneceria fijo, asi
como por el objeto que seria relocalizado 24 horas después (M), durante la prueba de

memoria.

Al dia siguiente, se llevé a cabo la fase de prueba. En ambas especies, los animales
inyectados con VEH tuvieron un mayor indice de exploracién del objeto M, en comparacion
con el objeto de que permaneci6 fijo (Fig. 3 B). Las ratas presentaron un porcentaje de
exploracion de 37.40 + 4.96% para el objeto fijo y de 62.60 + 4.96% para el objeto M. En el
caso de los ratones CD1 presentaron un porcentaje de exploracién de 33.46 + 3.14% para
el objeto el fijo y de 66.54 + 3.14% para el objeto M. Por el contrario, los animales inyectados
con la PBA tuvieron un indice de exploracién similar para ambos objetos (Fig. 3 B). Las
ratas inyectadas con la PBA presentaron un porcentaje de exploracion de 51.27 + 5.53%
para el objeto fijo y de 48.73 £ 5.53% para el objeto M. Los ratones CD1 inyectados con la
PBA presentaron un porcentaje de exploracion de 51.13 + 2.82% para el objeto fijo y de
48.87 + 2.82% para el objeto M.
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Figura 3. La inyeccion intracerebroventricular de la PBA produce alteraciones similares en
la memoria visoespacial en ratas y ratones. A) indice de exploracién de los dos objetos
presentados durante la fase de entrenamiento y B) indice de exploracién de ambos objetos
durante la fase de prueba del reconocimiento de objetos con componente visoespacial.
Tanto las ratas como los ratones inyectados con la PBA tuvieron un menor indice de
exploracion del objeto que cambio de posicion (M) el dia de la prueba, en comparacion con
los animales inyectados con VEH. # diferencia estadisticamente significativa entre los dos
objetos, * diferencia con respecto a los animales VEH, n=6, p<0.05, --- representa un indice
de exploracion del 50%.

La inyeccion de la PBA genera alteraciones en la actividad hipocampal in vivo que

correlacionan con la activacion de la GSK38.

Evidencia previa de nuestro laboratorio y de otros grupos indica que la PBA genera
alteraciones en la actividad eléctrica del circuito hipocampal (Pefia-Ortega and Bernal-
Pedraza, 2012; Villette et al., 2012; Goutagny et al., 2013). Para corroborar este hallazgo,
se registrd la actividad oscilatoria hipocampal (AOH) in vivo en condiciones basales y
durante la estimulacion sensorial (ES), que es capaz de generar oscilaciones theta (Hanada
et al., 1999; McNaughton et al., 2006; Pefia-Ortega and Bernal-Pedraza, 2012).

Durante la ES, la potencia de la actividad 6 de los animales inyectados con VEH,
registrados 3 semanas después, aumento un 64.91 + 17.2% en comparacion con el control
(Fig. 4 A-C). Por el contrario, los animales inyectados con la PBA, registrados 3 semanas
después, mostraron una disminucion del 44.77 + 11.96% en la potencia de la actividad 6
después de la ES en comparacién con el control. La actividad 6 de los animales inyectados
con la PBA fue significativamente menor a la registrada en los animales inyectados con VEH
(Fig. 4 A-C).
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Ademas de los efectos producidos por la PBA sobre la actividad oscilatoria
hipocampal, la inyeccion ICV de la PBA produce la activacion de la GSK3B, misma que se
refleja como un decremento en sus niveles de fosforilacion medidos por Western blot (Fig.
4 D). En comparacién con los animales inyectados con VEH, los animales inyectados con
la PBA tuvieron una disminucion del 90.86 + 4.70% en la cantidad de pGSK3/tGSK3,

indicando que la cinasa se encontraba mas activa (Haar et al., 2001).

33



A) B

[

Control -
€1500 O VEH
E
[e]
2 1000-
5
VEH ES 2
S 5001
c
[«}]
°
a i
0- s
Control 2
C) Frecuencia (Hz)
A'IOO'
3 —#_
=
9 50 -1
PBA ES S
PRy LEERYTF YT I — '
0 —
200|.IV| % -504 J
1s E :;
D -100-
)
0 T
pGSK3 NN
s 201
5 w tGSK3
O 404
P VEH PBA
o)
}) g° -60+
o=
o~ -80-
—
— 1
-100- %

Figura 4. La PBA altera la actividad oscilatoria hipocampal y activa a la GSK38. A) Trazos
representativos, B) espectro de potencia durante la ES normalizado a la actividad basal, y
C) potencia integrada normalizada posterior a la ES, de la actividad hipocampal in vivo. D)
Cuantificacion de la marca de la GSK3[3 en animales inyectados con la PBA evaluada por
Western blot (fotografia) normalizado con respecto marca detectada en los animales VEH.
Note que la PBA disminuye la capacidad del hipocampo de generar oscilaciones 0 y activa
a la GSK3pB (disminuye su fosforilacion). # diferencia con respecto al 0, * diferencia con
respecto al grupo VEH, n=6, p<0.05. --- representa la actividad oscilatoria hipocampal basal.
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La PBA disminuye la potencia de la actividad espontanea hipocampal in vitro y
activa a la GSK3§.

Ademas de los registros in vivo, se procedid a registrar la actividad espontanea
hipocampal in vitro (AEH in vitro), en rebanadas, con la finalidad de corroborar lo publicado
por nuestro grupo de trabajo acerca de los efectos de la PBA sobre dicha actividad (Balleza-
Tapia et al., 2010). La aplicacion de la PBA disminuye la potencia de la AEH in vitro (Fig. 5
A-C). En el caso de los ratones CD1, la potencia de la AEH registrada en rebanadas
disminuye de 2.96 + 0.41 pV? en condiciones control a 1.67 + 0.44 uV? posterior a la
aplicacion de la PBA (Fig. 5 A-C). Asimismo, la disminucion en la potencia de la AEH in vitro
correlaciona con la activacién de la GSK3p (Fig. 5 D). En comparacion con el control, la
cantidad de pGSK3B/tGSK3pB disminuye después de una hora de haberse aplicado la PBA.
Para los animales CD1 la reduccién de la marca pGSK3B/tGSK3p fue del 35.35 + 15.39%
(Fig. 5 D).
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Figura 5. La PBA disminuye la potencia de la actividad espontanea hipocampal in vitro de
manera correlacionada con la activacion de la GSK3B. (A) Trazos representativos, (B)
espectro de potencia promedio y (C) cuantificacion de la potencia integrada de la actividad
espontanea hipocampal de rebanadas obtenidas de ratones de la cepa CD1. (D) Porcentaje
de cambio del estado de fosforilacion de la GSK3[ posterior a la aplicacion de la PBA y
Western blot representativo de los efectos de la PBA sobre la fosforilacion de la GSK3( en
los ratones CD1. Note que la PBA disminuye la potencia de la actividad espontanea
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hipocampal y activa a la GSK3. * diferencia con respecto al control, n=6 registros y n=3
Western blot, p<0.05.

La inhibicion de la GSK3p previene las alteraciones producidas por la PBA in vitro

Para corroborar que los efectos de la PBA sobre la actividad hipocampal in vitro
depende de la activacion de la GSK3p (Pefia-Ortega et al., 2012), se procedio a inhibir a la
GSK3pB con su inhibidor especifico SB216763 (Cohen and Goedert, 2004). Para ello, se
registro la AEH de rebanadas de ratones CD1 en condiciones control y, posteriormente, se
trat6 a las rebanadas con SB216763 antes de la aplicacion de la PBA (Fig. 6). EI SB216763
no cambié la potencia de la AEH, manteniéndose en 114.6 £ 14.92% del control (Fig. 6).
Posteriormente, la aplicacién de la PBA no cambid la potencia de la actividad eléctrica
hipocampal, pues ésta permanecio sin cambios en 118.80 + 13.50% del control. En paralelo,
se procesaron rebanadas en las mismas condiciones para el analisis por Western blot. El
estado de fosforilacion de la GSK3B permanecié sin cambios ante la presencia de
SB216763 en 109.80 £ 24.95% del control. Posteriormente, la aplicacion de la PBA no
cambié el estado de fosforilacién de la GSK3B que permanecié en 105.70 + 20.90% del

control.
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Figura 6. La inhibicién de la GSK3B previene los efectos producidos por la PBA en la
actividad espontanea hipocampal in vitro. A) Trazos representativos de la actividad eléctrica
espontanea del hipocampo, B) Western blot (WB) representativo y C) cuantificacion
normalizada de la actividad eléctrica espontanea del hipocampo y del estado de
fosforilacion de la GSK3B. Note que la inhibicion de la GSK3B previene la disminucion en
la potencia de la actividad espontanea hipocampal y la disminuciéon en la fosforilacion de la
GSK3pB provocada por la aplicacion de la PBA. n=4 para WB, n=6 para los registros, ---
indica los niveles control (100 %) para ambos casos.

El tratamiento con litio a dosis terapéutica a corto plazo previene las alteraciones

producidas por la PBA sobre la actividad espontanea hipocampal in vitro.

Evidencia de nuestro laboratorio indica que el litio agudamente previene las
alteraciones producidas por la PBA in vitro a través de la inhibicién de la GSK3B (Pefia-
Ortega et al., 2012). Para caracterizar si el efecto preventivo del litio sobre los efectos
producidos por la PBA se presenta también in vitro después de un tratamiento crénico, se
dio acceso a litio 5 mM a ratones CD1 de manera oral durante 3 semanas. Posteriormente,
se obtuvieron rebanadas y se registr6 la AEH. Las rebanadas obtenidas de animales

tratados crénicamente con Li 5 mM tuvieron una potencia de la AEH similar a la de los
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animales sin tratamiento (3.05 + 0.53 uV?). Posteriormente, la aplicacion de PBA en el bafio
en estas rebanadas obtenidas de animales tratados con Li 5mM no genera cambios
significativos, pues la potencia de la actividad se mantiene en 2.84 + 0.57 uVv? a pesar de la
presencia de la PBA (Fig. 7 A-C).

Para caracterizar si los efectos preventivos del litio sobre los efectos de la PBA in
vitro también prevenian el deterioro en la memoria visoespacial, se realiz6 una inyeccion
ICV de la PBA a ratones (CD1) y se les permitié consumir ad libitum carbonato de litio (Li)
disuelto en el agua a concentracion de 5 mM durante 3 semanas. Posterior al tratamiento,
se procedio a realizar la prueba de reconocimiento de objetos. En la fase de entrenamiento
no se reportaron diferencias en el indice de exploracion de los objetos (Dato ho mostrado).
Sin embargo, en la fase de prueba, los animales inyectados con la PBA Li 5 mM tuvieron
un indice de exploracion del objeto movil de 62.63 = 3.79% (Fig. 7 D), que es muy similar

al de los animales inyectados con VEH y es mayor al de los animales PBA.
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Figura 7. El tratamiento con litio a dosis terapéutica previene las alteraciones producidas
por la PBA en la actividad espontanea hipocampal in vitro y en la memoria visoespacial. A)
Trazos representativos, B) espectro de potencia promedio y C) potencia integrada de la
actividad espontanea hipocampal de animales tratados con Li 5mM. D) indice de memoria
en la etapa de prueba de la tarea de reconocimiento de objetos con componente
visoespacial. Note que el tratamiento farmacologico con Li 5 mM previene las alteraciones
producidas por la aplicacion in vitro de la PBA. Ademas, el tratamiento con Li previene las
alteraciones de memoria producidas por la inyecciéon ICV de la PBA. # diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos sefialados, n=6, p<0.05.

El tratamiento con litio 3 mM a corto plazo falla en prevenir las alteraciones

producidas por la PBA en la memoria y en la actividad oscilatoria hipocampal in vivo.

Después de probar los efectos del tratamiento a corto plazo con litio 5mM, se redujo
la dosis a 3mM y se evaluaron sus efectos sobre las alteraciones producidas por la

inyeccion ICV de la PBA en la memoria dependiente de contexto y en la AOH. Para observar
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los efectos de la inyeccion ICV de la PBA sobre la memoria, se realizé la prueba de evitacion
inhibitoria (Best and Orr, 1973; Cogan and Reeves, 1979). Los animales inyectados con la
PBA sin tratamiento tuvieron un indice de memoria en la fase de prueba de la evitacion
inhibitoria de 20.77 £ 17.81s, mismo que fue significativamente menor al de los animales
inyectados con VEH (273.30 £ 5.34s; Fig. 8 A). En el caso de los animales con inyecciones
similares pero tratados con Li 3 mM durante 3 semanas, los animales inyectados con la
PBA y tratados con Li 3 mM tuvieron un indice de memoria de 26.35 + 6.40s que fue similar
al de los animales inyectados con la PBA sin tratamiento, menor al de los animales
inyectados con VEH sin tratamiento y menor al de los animales inyectados con VEH con

tratamiento con Li 3 mM por 3 semanas, mismo que fue 249.70 + 9.63s (Fig. 8 A).

Después de la prueba de evitacion inhibitoria se realiz6 el registro de la AOH en
condiciones control y durante la ES. Los animales inyectados con la PBA y tratados con litio
no mostraron un incremento en la AOH durante la ES con respecto a la actividad basal. De
hecho, mostraron una disminucién del 17.19 + 11.52% en comparacién con la actividad
basal (Fig. 8 B-D). La respuesta en la potencia de la AOH 6 es menor en estos animales en
comparacion a la respuesta en los animales VEH sin tratamiento y los tratados sélo con Li
3mM (Fig. 8 B-D). Estos ultimos animales, durante la ES, aumentaron la potencia de la AOH
0 enun 151.7 £ 28.17%. Este aumento en la potencia de la AOH fue superior a la actividad

basal y mayor al aumento observado en los animales VEH sin tratamiento (Fig. 8 D).
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Figura 8. El tratamiento con litio 3 mM no previene las alteraciones producidas por la
inyeccion de la PBA en la actividad oscilatoria hipocampal y la memoria de contexto. A)
indice de memoria de la prueba de evitacion inhibitoria. B) Trazos representativos, C)
espectro de potencia promedio y D) potencia integrada normalizada de la actividad
oscilatoria hipocampal 6 posterior a la ES. Los animales inyectados con la PBA presentan
deterioro en la memoria de contexto en comparacion con los animales inyectados con VEH,
a pesar del tratamiento farmacolégico con litio 3mM a corto plazo. Asimismo, la PBA sigue
generando alteraciones en la potencia de la actividad oscilatoria hipocampal inducida por
la ES a pesar del tratamiento con litio. * diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los animales VEH, $ diferencia significativa con respecto a los animales VEH Li
3 mM, # diferencia significativa con respecto al control (cero), n=6, p<0.05.
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El tratamiento con litio a dosis subterapéutica a largo plazo previene las alteraciones

producidas por la PBA en la memoria y en la actividad oscilatoria hipocampal in vivo.

Dado que el tratamiento a corto plazo con litio 3mM no alcanzé el umbral terapéutico
necesario para prevenir los efectos de la PBA, decidimos prolongar el tratamiento durante
3 semanas mas para probar si, en estas condiciones, existia un efecto terapéutico sobre la
memoria y la AOH. Los animales inyectados con la PBA sin tratamiento durante 6 semanas
tuvieron un indice de memoria en la fase de prueba de la evitacién inhibitoria de 20.77 +
17.81s, mismo que fue menor al de los animales inyectados con VEH (277.20 + 5.85s; Fig.
9 A). En el caso de los animales con inyecciones similares pero tratados con Li 3 mM
durante 6 semanas, los animales inyectados con la PBA y tratados con Li 3 mM tuvieron un
indice de memoria de 233.60 + 13.69s, que fue mayor al de los animales inyectados con la
PBA sin tratamiento (Fig. 9 A). Asimismo, los animales inyectados con VEH y tratamiento
con Li 3 mM durante 6 semanas tuvieron un indice de memoria de 256.90 + 9.63s (Fig. 9
A).

Después de la prueba de evitacion inhibitoria, se realizé el registro de la AOH en
condiciones control y durante la ES. Los animales inyectados con la PBA sin tratamiento
durante 6 semanas mostraron una disminuciéon del 39.61 + 15.87% en la potencia de la
AOH 6 durante la ES en comparacién con la actividad en condiciones basales (Fig. 9 By
D). Por otro lado, los animales inyectados con la PBA y tratados con litio 3mM durante 6
semanas mostraron un aumento significativo en la AOH durante la ES en comparacién con
la actividad en condiciones basales (62.82 + 22.66%; Fig. 9 B-D). Este aumento en la
potencia de la AOH 6 es similar al presentado por los animales VEH sin tratamiento durante
6 semanas que fue del 103.90 + 33.78% y también fue similar al de los animales inyectados
con VEH vy tratados con Li 3mM, mismos que durante la ES aumentaron la potencia de la
AOH 6 en un 120.10 + 34.63% (Fig. 9 D).
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Figura 9. El tratamiento a largo plazo con litio a dosis subterapéutica previene las
alteraciones producidas por la inyeccién de la PBA en la actividad oscilatoria hipocampal y
la memoria de contexto. A) indice de memoria de la prueba de evitacion inhibitoria. B)
Trazos representativos, C) espectro de potencia promedio y D) potencia integrada
normalizada de la actividad oscilatoria hipocampal 6 posterior a la ES. Los animales
inyectados con la PBA presentan deterioro en la memoria de contexto a las 6 semanas en
comparacion con los animales inyectados con VEH. Sin embargo, el tratamiento
farmacoldgico con litio 3mM previene las alteraciones producidas por la inyeccion de la PBA
en la memoria y en la potencia normalizada de la actividad oscilatoria hipocampal posterior
a la ES. * diferencia estadisticamente significativa con respecto a los animales VEH, #
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (cero), & diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los animales PBA sin tratamiento, n=6, p<0.05.
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El ejercicio libre previene las alteraciones producidas por la PBA in vitro.

El ejercicio voluntario puede representar una estrategia conductual para prevenir los
efectos de la PBA en diferentes modelos de la EA (Adlard et al., 2005; Karsten and
Geschwind, 2005; Souza et al., 2013). Para probar lo anterior en nuestro modelo, se
colocaron ratones CD1 en cajas con acceso a una rueda de ejercicio las 24 horas del dia
durante 3 semanas (EX). Una vez terminado el tratamiento, se registré la AEH in vitro en
rebanadas de estos animales. Las rebanadas obtenidas de animales EX mostraron una
mayor potencia de la AEH in vitro en comparacion con los animales control, siendo esta de
4.12 + 0.58 puVv? (Fig. 10 A-C). Posteriormente, se aplico PBA a las rebanadas obtenidas de
los animales EX y la potencia de la AEH in vitro permanecid sin cambios significativos con
respecto al control (4.08 + 0.61 pV?; Fig. 10 A-C).

En paralelo a los registros in vitro, se tomaron rebanadas de hipocampo para evaluar
el estado de fosforilaciéon de la GSK3p posterior a la aplicacion de la PBA (Fig. 10 D). La
GSK3pB permanecié sin cambios en el estado de fosforilacion a pesar de la presencia de la
PBA en rebanadas obtenidas de animales EX (Fig. 10 D).
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Figura 10. El ejercicio libre durante 3 semanas previene las alteraciones producidas por la
PBA in vitro a través de la inhibicion de la GSK3p. A) Trazos representativos, B) espectro
de potencia promedio y C) potencia integrada de la actividad espontanea hipocampal de
rebanadas obtenidas de animales EX. D) Western blot representativo y cuantificacion del
estado de fosforilacion de la GSK3B. Note que a pesar de la presencia de la PBA, la AEH
in vitro y el estrado de fosforilacion de la GSK3B permanece sin cambios en rebanadas
obtenidas de los animales EX. * diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
AEH in vitro de un animal control sedentario, & diferencia estadisticamente significativa con
respecto a la AEH in vitro de un animal control sedentario posterior a la aplicacion de la

PBA, n=6, p<0.05.
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El ejercicio libre previene las alteraciones producidas por la PBA en la memoria y la

actividad oscilatoria hipocampal.

Una vez comprobado el efecto del ejercicio sobre la AEH y la GSK3 in vitro, se
realizaron experimentos para corroborar si un efecto similar se encontraba en la actividad
hipocampal in vivo y sobre la memoria. Para ello, se procedié a realizar la prueba de
evitacion inhibitoria a animales inyectados con VEH o con PBA que tuvieron acceso a
ejercicio libre durante 3 semanas. Tanto los animales inyectados con vehiculo y ejercitados
(VEH EX) como los animales inyectados con la PBA y ejercitados (PBA EX) tuvieron un
indice de memoria similar en la prueba de evitacion inhibitoria, siendo este indice para los
animales VEH EX de 249.90 + 20.62s y para los animales PRA EX de 248.00 £ 13.44s (Fig.
11 A-D). Posterior a la prueba de evitacion inhibitoria, se realizaron registros de la AOH 6.
Durante la ES la potencia de la AOH 6 aumenté de manera significativa con respecto a la
actividad basal. Para los animales VEH EX el aumento fue del 209.70 + 51.97%, mismo que
fue inclusive superior al presentado por los animales VEH (Fig. 11 D). En el caso de los
animales PBA EX el aumento fue del 185.40 + 59.26%, que es significativamente diferente
con respecto al reportado en los animales VEH y a los animales inyectados con la PBA (Fig.
11 D).

El ejercicio moderado previene parcialmente las alteraciones producidas por la PBA

sobre la memoriay actividad oscilatoria hipocampal.

Una vez corroborado el efecto del ejercicio libre y buscando una alternativa
terapéutica que represente un menor esfuerzo fisico, se redujo el acceso a la rueda de
ejercicio tanto a animales inyectados con la PBA como a animales inyectados con VEH,
dicho paradigma consistié en acceso a la rueda de ejercicio 1 hora al dia, 5 dias ala semana
durante 3 semanas (EX Mod). A diferencia de los animales PRA EX, los animales inyectados
con la PBA y ejercitados moderadamente (PBA EX Mod) mostraron alteraciones en la
memoria (Fig. 11 A) que se ven reflejadas en el indice de memoria de 59.26 + 21.87s, que
es significativamente menor en comparacion con los animales VEH SED, con los animales
PBA EX, asi como con sus contrapartes de animales inyectados con la PBA y ejercitados
moderadamente (VEH EX Mod; 266.10 + 5.38s). El indice de memoria de los animales PRA
EX Mod es similar al de los animales inyectados con la PBA y que permanecieron
sedentarios (PBA SED; Fig. 11 D).
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Al evaluar la potencia de la AOH durante la ES, los animales PBA EX Mod no
mostraron diferencias significativas de su actividad evocada en comparacion con la
actividad en condiciones control (22.09 + 20.42%; Fig. 11 B-D). Interesantemente, la
potencia de la AOH durante la ES de los animales PBA EX Mod es mayor en comparacion
con la reportada por los animales PBA SED y no mostré diferencias significativas en
comparacion con la AOH de los animales VEH SED. Sin embargo, la potencia de la AOH
durante la ES de los animales PBA EX Mod fue significativamente menor en comparaciéon
con los animales PBA EX y sus contrapartes VEH EX Mod (97.72 + 23.71%, Fig. 11 D).
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Figura 11. El ejercicio previene las alteraciones producidas por la PBA en la memoria y la
actividad oscilatoria hipocampal de manera régimen dependiente. A) indice de memoria en
la prueba de evitacion inhibitoria. B) Trazos representativos, C) espectro de potencia
promedio y D) potencia normalizada de la actividad oscilatoria hipocampal 8. El ejercicio
libre previene las alteraciones en la memoria y la AOH 8 producida por la PBA. Sin embargo,
cuando se reduce la cantidad de ejercicio a un régimen moderado el efecto se reduce. *
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo VEH sin tratamiento, #
diferencia estadisticamente significativa con respecto al cero, $ diferencia estadisticamente
significativa con respecto a su condicion control, & diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo PBA sin tratamiento, n=6, p<0.05.
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Efecto de los diferentes tratamientos sobre la activacion de la GSK3 producida por
laICV de PBA.

Ademas del registro de la AOH se tomaron muestras de rebanadas de hipocampo
para observar el estado de activacion de la GSK3 de los animales inyectados con la PRA
e intervenidos con los distintos tratamientos (Fig. 12). Los animales inyectados con la PBA
y tratados con Li 3mM durante 6 semanas mostraron un aumento en el estado de
fosforilacion de la GSK3 inclusive mayor que los animales inyectados con el VEH sin
tratamiento (Fig. 12). Sin embargo, si el tratamiento con litio se reduce a 3 semanas, el
efecto del litio sobre el estado de fosforilacion de la GSK3B se reduce a niveles de
fosforilacion menores en comparacion con los animales VEH pero mayores a los de
animales PBA sin tratamiento (Fig. 12). En el caso del ejercicio, tanto los animales PBA EX
y PBA EX Mod mostraron niveles similares de fosforilaciéon de la GSK3( en comparacién

con los animales VEH y superiores a los animales PBA (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto de los distintos tratamientos en la activacién de la GSK3B producida por
la PBA. Western blots representativos (arriba) y cuantificacion normalizada del estado de
fosforilacion de la GSK3[ (abajo). Se muestra que el efecto del litio sobre el estado de
fosforilacion de la GSK3B es dependiente de la temporalidad del tratamiento.
Interesantemente, el efecto del ejercicio sobre del estado de fosforilacién de la GSK3p se
presenta independientemente de la cantidad de ejercicio. * diferente al VEH (---), & diferente
respecto a los animales PBA sin tratamiento, n=3, p<0.05.
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La PBA produce un estado conductual depresivo y el aumento en la proliferacion de

la microglia en el hipocampo a pesar del ejercicio moderado.

Debido a que, a pesar de la inhibicidon de la activacion de la GSK3p, los animales
PBA EX Mod mostraron alteraciones en la memoria y la AOH (Fig. 11 y 12), buscamos
posibles mecanismos detras de este efecto parcial del ejercicio y encontramos que los
animales PBA EX Mod corrian menos metros en comparacion a sus contrapartes inyectados
con VEH (Fig. 13 A). Esto correlaciona con evidencia de que la PBA puede causar
comportamiento de tipo depresivo en modelos animales (Ledo et al., 2013, 2016; Santos et
al., 2016). Para corroborar si esto se repetia en los diferentes tratamientos que resultaron
ser parcialmente efectivos, realizamos la prueba de suspension de la cola en animales
(Zhang et al., 2008). Los animales PBA (62.32 1 6.04s) y los animales PBA EX Mod (71.67
+ 11.98s) tuvieron una menor latencia a la inmovilidad en comparacién con los animales
VEH (143.50 £ 12.74s, Fig. 13 B) y los animales PBA Li 3mM (141.50 + 9.63s, Fig. 13 B).

Evidencias previas indican que la presencia del comportamiento depresivo
correlaciona con un aumento en la proliferacion de la microglia (Santos et al., 2016), por lo
gue se procedid a detectar a este tipo celular a través de inmunohistoquimica para el
marcador de microglia Iba-1 (Lorea-Hernandez et al., 2016) y corroborar si el
comportamiento depresivo correlacionaba con una mayor proliferacion microglial. Los
animales PBA (89.22 £ 4.62 células) y PBA EX Mod (78.89 + 4.72 células) mostraron un
incremento en la cantidad de microglia en la regién CA1 del hipocampo en comparacion
con los animales VEH (66.06 + 2.59 células, Fig. 13 C-D). Lo anterior, sin alterar la
morfologia de la microglia (Fig. 13 C). Por otro lado, los animales PBA Li 3mM (74.72 + 1.90
células) mostraron diferencias significativas en comparacion con los animales VEH y fueron

menores en comparacion con los animales PBA (Fig. 13 C).
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Figura 13. Efecto de los tratamientos subterapéuticos de litio y ejercicio sobre el
comportamiento depresivo y la proliferacion microglial producida por la PBA. A) Distancia
recorrida por los animales EX Mod inyectados con vehiculo o PBA, B) Latencia a la
inmovilidad en la prueba de suspension de cola de todos los grupos de animales evaluados
en el paradigma de 3 semanas, C) Inmunohistofluorescencia representativa anti Iba-1 (izq)
y cuantificacién (der) del numero de células en la region CA1 del hipocampo de todos los
grupos de animales evaluados en el paradigma de 3 semanas. El tratamiento
subterapéutico con litio previene el comportamiento depresivo y la proliferaciéon microglial,
no asi el ejercicio moderado. * diferencia significativa con respecto a VEH, & diferencia
significativa con respecto a PBA, n=6 conducta y n=3 inmunohistoquimica, p<0.05.
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La combinacién de ejercicio moderado y litio 3 mM previene las alteraciones

producidas por la PBA.

Dado que tanto el ejercicio moderado, como el litio 3 mM a corto plazo tienen efectos
subterapéuticos parciales y diferenciales, decidimos combinar ambos tratamientos.
Inicialmente, caracterizamos si la combinacion de ejercicio moderado y Li 3mM a corto plazo
(EX Mod + Li 3mM) previene las alteraciones producidas por la PBA en la memoria y en la
AOH (Fig. 14 A-B). Los animales PBA EX Mod + Li 3 mostraron un indice de memoria de
272.30 + 6.02s (Fig. 13 B) que es similar al de los animales VEH SED y superior al de los
animales PBA SED. Ademas, la combinacion de tratamientos previene las alteraciones en
la AOH producidas por la PBA, pues los animales PBA EX Mod + Li 3 mM mostraron un
incremento del 204.80 + 35.12% al momento de la ES. Este incremento es estadisticamente
superior a la actividad en condiciones basales y es mayor en comparacion con lo
encontrado en los animales PBA SED. Este incremento es inclusive superior al de los
animales VEH SED (Fig. 14 A-B). Ademas de los efectos benéficos de la combinacion de
tratamientos en la memoria y la AOH, la combinacién de tratamientos previene el
comportamiento depresivo y la proliferacion de la microglia asociada a la inyeccion de la
PBA. Los animales PRA EX Mod + Li 3mM mostraron una latencia a la inmovilidad de 120.50
* 6.68s que fue similar a la de los animales VEH SED y mayor a la de los animales PBA
SED (Fig. 14 C). Esto correlaciona con la prevencion en la proliferacion de la microglia en
la region CA1, ya que los animales PBA EX Mod + Li 3mM mostraron un promedio de células
Iba-1 de 64.44 + 3.67, que es similar al de los animales VEH SED y menor al de los animales
PBA (Fig. 14 C). Adicionalmente, los animales PBA EX Mod + Li 3 mM corren una distancia
similar a los animales VEH EX Mod y superior a los animales PBA EX Mod (Fig. 14 D).
Finalmente, los animales PBA EX Mod + Li 3 mM no mostraron cambios en el estado de
fosforilacion de la GSK3p en comparacién con los animales VEH SED, siendo el estado de
fosforilacion de la GSK3 significativamente superior al presentado por los animales PBRA
SED (Fig. 14 E).
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Figura 14. La combinacién de tratamientos subterapéuticos de ejercicio moderado vy litio a
corto plazo previene por completo las alteraciones producidas por la PBA. A) Trazos
representativos de la actividad hipocampal, B) indice de memoria y potencia normalizada
de la actividad oscilatoria hipocampal 6, C) Tiempo a la inmovilidad y numero de células
Iba-1 en la regibn CA1l del hipocampo (se muestran micrografias representativas a la
derecha), D) Distancia recorrida por los animales durante el ejercicio moderado y E)
Western blots representativos (arriba) y cuantificacién normalizada (abajo) de los niveles
de fosforilacion de la GSK3[3. La combinacion del tratamiento con ejercicio moderado v litio
3 mM produce un efecto sumatorio previniendo totalmente los efectos de la PBA sobre la
memoria, la actividad oscilatoria hipocampal, el comportamiento depresivo, la proliferacién
microglial y la activacién de la GSK3p. * diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo VEH, # diferencia estadisticamente significativa con respecto a cero, &
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo PBA, n=6 conducta y electro,
n=3 inmunohistoquimica y Western Blot, p<0.05.
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Discusion:

Lo hallazgos descritos en esta tesis complementan y expanden la informacion previamente
obtenida en el laboratorio con relacion a la amplia variedad de efectos que tiene la PBA
sobre la funcién hipocampal. Por otro lado, aporta informacion importante sobre el efecto
del ejercicio en el hipocampo en condiciones fisiologicas y patoldgicas. Asimismo, muestra
que el efecto terapéutico del litio involucra mecanismos celulares mas alla de la GSK3p v,
por altimo, propone una estrategia terapéutica contra la EA que tiene un potencial

traslacional inmediato. A continuacion, se discutiran cada uno de estos elementos.

La inyeccién ventricular de la PBA genera alteraciones en la actividad hipocampal y

la memoria y promueve la activaciéon de la GSK3.

Con los experimentos realizados en esta tesis confirmamos algunos de los efectos
producidos por la PBA en el hipocampo y la temporalidad de estos. Por un lado,
encontramos que la aplicacion aguda de la PBA reduce la potencia de la ASH en tan solo
minutos (Fig. 5), y que dicho efecto correlaciona con la activacion de la GSK3 (Fig. 5). Lo
anterior concuerda con evidencias previas del laboratorio en donde se observa que el
aumento en la concentracion de la PBA a niveles nanomolares disminuye la potencia de la
actividad espontanea de diferentes circuitos (Adaya-Villanueva et al., 2010; Balleza-Tapia
et al., 2010; Pefa et al., 2010; Pefia-Ortega et al., 2012) a través de la disminucién de la
actividad neuronal y la transmisién sinaptica (Selkoe, 2002, 2008; Walsh et al., 2002; Kayed
et al., 2003). También habiamos demostrado que la disminucién en la potencia de la ASH
producida por la PBA correlaciona con la activacién de la GSK3[3, por lo que el efecto que
previamente habiamos caracterizado en la corteza entorrinal (Pefia-Ortega et al., 2012), se

presenta también en el hipocampo (Fig. 5).

Ademas de los hallazgos obtenidos con los registros in vitro, encontramos que una sola
aplicacion de la PBA via intracerebroventricular es capaz de generar alteraciones en la
actividad hipocampal registrada in vivo. Encontramos que la inyeccién de la PRA disminuye
la capacidad del hipocampo para aumentar la potencia de las oscilaciones 6 durante la ES
(Fig. 4 y 9). Ademas, demostramos que los efectos producidos por la PBA en la AOH se
presentan desde las 3 semanas post-inyeccion (Fig. 4) y permanecen después de 6

semanas (Fig. 9). Dicha disminucion en la capacidad hipocampal de generar oscilaciones
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0 correlaciona con alteraciones de la memoria (Fig. 1, 8 y 9) y, de manera relevante para el
proyecto, la disminucién en la capacidad hipocampal de generar oscilaciones 6 correlaciona
también con la activacion de la GSK3B (Fig. 4). Si bien los efectos de la PBA sobre la
memoria, y la actividad hipocampal in vitro e in vivo habian sido caracterizados previamente
(Villette et al., 2010; Pefa-Ortega and Bernal-Pedraza, 2012; Salgado-Puga et al., 2015,
2017) las evidencias presentadas en esta tesis indican que el aumento en la concentracién
de la PBA promueve la activacion de la GSK3[ en el hipocampo en cuestion de pocos
minutos y dicha activacion permanece a lo largo del tiempo (semanas), lo que podria
explicar las alteraciones de la funcién hipocampal tanto en el corto como en el largo plazo
(Georgievska et al., 2013).

La GSK3p tiene diferentes blancos moleculares cuyo cambio en funcién inducido por
fosforilacion interfiere con la correcta funcion neuronal (Smillie and Cousin, 2011;
Sutherland, 2011). El reclutamiento de estos mediadores moleculares por la GSK3B que
podria estar detras de la disminucién en la potencia de la actividad eléctrica hipocampal
inducida por la PBA tanto in vitro como in vivo. Entre los principales blancos tempranos de
la GSK3pB se encuentran diversos canales idnicos que modulan la excitabilidad neuronal.
Por ejemplo, la GSK3B puede regular la expresién en la membrana celular de canales de
sodio dependientes de voltaje (Beaulieu et al., 2009), pues la activacion de la GSK3[3
promueve la internalizacién de los mismos (Nemoto et al., 2009). Evidencia reciente sugiere
que la GSK3pB podria interferir con el funcionamiento de proteinas accesorias de la
subunidad a de los canales de sodio dependientes de voltaje (James et al., 2015), lo que
deriva en la disminucién de la excitabilidad hipocampal (Xiao et al., 2007). Sin embargo,
existen otras evidencias que han caracterizado que la activacion de la GSK3p es necesaria
para la generacion de la corriente persistente de sodio (Paul et al., 2016) dado que su
inhibicion especifica, disminuye de manera significativa la cantidad de potenciales de accion

espontaneos en neuronas (Paul et al., 2016).

La GSK3p también fosforila y modula a los canales de potasio tipo KCNQ (Kapfhamer et
al., 2010), mismos que general la llamada corriente M (Kapfhamer et al., 2010). Por ejemplo,
la inhibiciébn de la GSK3B mediante un inhibidor especifico aumenta la cantidad de
potenciales de acciébn en neuronas y disminuye su adaptacion a lo largo del
tiempo(Kapfhamer et al., 2010) y dicho efecto es ocluido mediante la aplicacion de
linopirdina, un inhibidor de los canales KCNQ (Kapfhamer et al., 2010) lo que indica que la

GSK3p en su forma activa promueve la fosforilacion y subsecuente activacion del canal de
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potasio que genera la corriente tipo M (Borsotto et al., 2007; Kapfhamer et al., 2010). Sin
embargo, existen otras evidencias que indican que la inhibicién de la GSK3 podria ayudar
a aumentar el transporte de los canales tipo KCNQ a la membrana celular, lo que aumenta
las corrientes tipo M (Jiang et al., 2015). Evidencia previamente obtenida en el laboratorio
indica que la muscarina, misma que suprime a la corriente M (McQuiston and Madison,
1999), inhibe los efectos producidos por la PBA sobre la ASH (Isla, 2013). También, la
GSK3B puede fosforilar canales de potasio sensibles a ATP (Ning et al., 2009)
disminuyendo la excitabilidad neuronal (Fujimura et al., 1997; Yamada et al., 2001). En este
sentido, evidencia reciente de nuestro grupo de trabajo sugiere que la inhibicién de los
canales de potasio sensibles a ATP puede prevenir los efectos producidos por la
PBA(Salgado-Puga et al., 2017) presumiblemente a través de prevenir el efecto final de la
activacion de la cascada de sefializacion PBA-GSK3B (Salgado-Puga et al., 2017).
Adicionalmente, la activacion de la GSK3[3 promueve la regulacion de diversos canales de
calcio incluyendo los tipo P/Q (Zhu et al.,, 2010) y los tipo N (Uchida et al., 2005). La
fosforilacion de los canales de calcio tipo P/Q por parte de la GSK3( disminuye las
corrientes de calcio y, subsecuentemente, reduce la concentracién intracelular del mismo
en neuronas hipocampales (Zhu et al., 2010) previniendo asi la movilizacion y liberacion
presindptica de las vesiculas sinpticas (Zhu et al., 2010). De hecho, la activacién de la
GSK3p disminuye la liberaciéon de glutamato (Zhu et al., 2007) lo que va de la mano con la
disminucion en la excitabilidad neuronal producida por la activacion de la cascada de
sefnalizacion PBA-GSK3p. En el caso de los canales del calcio tipo N, la GSK3j3 es capaz
de fosforilar ciertos dominios intracelulares del canal (Uchida et al., 2005) lo que disminuye
su actividad (Wildburger and Laezza, 2012) y, subsecuentemente, la liberacién de
neurotransmisores, particularmente glutamato (Kuhn et al., 2010). La disminucién sostenida
en la actividad neuronal provocada por la activacion de la GSK3B pueden llevar,
eventualmente, al aumento de procesos plasticos inhibitorios como la LTD (Peineau et al.,
2007), lo que podria derivar en procesos patolégicos a largo plazo (Garcia and Cleveland,
2001; Holtzman et al., 2011) que van de la mano con alteraciones en el proceso de la

memoaria (Hooper et al., 2008).

La inhibicion de la GSK3p con litio previene las alteraciones producidas por la PRA.

Previamente, habiamos caracterizado que la disminucién en la actividad neuronal de la

corteza entorrinal derivada de la aplicacion de la PBA in vitro se podia prevenir mediante la
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inhibicion de la GSK3p (Pefia-Ortega et al., 2012). Buscando si dicho efecto ocurre también
en el hipocampo, encontramos que la inhibicién farmacoldgica de la GSK3 con SB216763,
gue es un inhibidor especifico (Zhu et al.,, 2007), previene la disminucion en la ASH
producida por la aplicacién de la PBA (Fig. 6). Adicionalmente, encontramos que el
tratamiento farmacoldégico con litio, que se ha caracterizado como un inhibidor de la GSK33
(O’Brien and Klein, 2009; Freland and Beaulieu, 2012), a concentracién de 5mM durante 3
semanas en el agua de beber de los animales, promueve un efecto terapéutico ex vivo
contra las alteraciones producidas por la aplicacion de la PBA en la actividad espontanea
del hipocampo (Fig. 7 A-C) y también previene las alteraciones en la memoria producidas
por la ICV de PBA (Fig. 7). A pesar de que el litio tiene una gran cantidad de blancos
terapéuticos (Roux and Dosseto, 2017), principalmente proteinas cinasas (Brown and
Tracy, 2013). Se ha reportado de manera amplia su uso para inhibir a la GSK3p (Jope,
1999; Williams and Harwood, 2000; Bhat et al., 2004; Malhi et al., 2009; Brown and Tracy,
2013; King et al., 2014; Oruch et al., 2014; Severus et al., 2014; Roux and Dosseto, 2017)
de forma directa o indirecta (Freland and Beaulieu, 2012). Ya sea inhibiendo a la GSK3p
mediante la competencia por el sitio de unidn del magnesio (O’Brien and Klein, 2009) o bien
activando diversas cascadas de sefalizacion que inhiben a la GSK3f (Sakamoto et al.,
2004; De Montigny et al., 2013).

Los efectos observados en esta tesis después del tratamiento con litio 5 mM podrian estar
de la mano con la inhibicion de la GSK3B de manera directa e indirecta. Por un lado,
después de la inyeccion intracerebroventricular de la PBA, el inicio del tratamiento con litio
5 mM podria estar generando un efecto protector importante al inhibir de manera directa a
la GSK3B (O’Brien and Klein, 2009) previniendo asi la disminucién en la excitabilidad
neuronal producida por la PBA. La efectividad del litio para prevenir la disminucién en la
potencia de la actividad neuronal producida por la PBA-GSK3[ va de la mano con evidencia
previa de nuestro laboratorio en donde la preincubacién con litio es capaz de prevenir la
disminucion en la potencia de la actividad de la corteza entorrinal provocada por la
aplicacion aguda de PBA (Pefia-Ortega et al., 2012). Mas alla de la inhibicion directa de la
GSK3p, los efectos preventivos del litio ante la activacion de la cascada de sefalizacion
PBA-GSK3pB podrian ir de la mano de la inhibicion de la GSK3B no sdlo por una accion
directa, sino también por la activacion de diversas cascadas de sefializacion que incluyen
a la Akt, a la PKC (Sakamoto et al., 2004; De Montigny et al., 2013) e inclusive a
Whnt(Valvezan and Klein, 2012). La activacion de dichas cascadas de sefializacion por el

litio (Sakamoto et al., 2004; De Montigny et al., 2013), que en consecuencia generan una
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inhibicion secundaria de la GSK3p, podrian desencadenar eventos a largo plazo que
prevengan los efectos del aumento agudo de la PBA como sucede en los experimentos ex
Vivo mostrados en esta tesis. En apoyo a esta posibilidad, se ha observado que el litio
disminuye la cantidad GSK33 de manera dependiente de la dosis (Mendes et al., 2009).
Por otro lado, el litio es capaz de aumentar la produccion de factores troficos,
particularmente BDNF(Chuang et al., 2011), que activan cascadas de sefalizacién que
contrarrestan los efectos de la PRA(Arancibia et al., 2008) inhibiendo a la GSK33. Ambos
cuerpos de evidencia podrian ayudar a explicar por qué la PBA no tiene ningun efecto en la

ASH de animales tratados cronicamente con litio 5 mM (Fig. 7).

El efecto protector producido por el consumo de litio en un animal control coincide con la
evidencia reciente de que los inhibidores de la GSK3B podrian ayudar a prevenir diversas
alteraciones subyacentes a procesos patoldgicos (Brown and Tracy, 2013) e inclusive
podrian funcionar como “potenciadores cognitivo” (Nocjar et al., 2007). Ademas, los
inhibidores de la GSK3[ son potenciadores de la neurogénesis (Chen et al., 2000; Valvezan
and Klein, 2012) y la LTP(Zhu et al., 2007; King et al., 2014) en el hipocampo. Estas
evidencias, en conjunto, sustentan la posibilidad del uso del litio como un agente preventivo

ante los efectos de la PBA en la formacién hipocampal.

Con el objetivo de reducir al minimo la dosis necesaria para tener los efectos terapéuticos
del litio disminuimos la dosis que los animales ingerian a 3 mM (Fig. 8-9). Los datos indican
gue la disminucién en la concentracién del tratamiento con litio evita los efectos sus
protectores contra la inyeccion intracerebroventricular de la PBA en la memoria y la AOH.
Esta ausencia de efecto de litio a una dosis menor correlaciona con la activacion de la
GSK3p por la PBA (Fig. 12). Si bien la fosforilacién de la GSK3 no llega a niveles similares
a la activacion observada en los animales inyectados con la PBA y sin tratamiento, no es
suficiente para inhibirla a niveles similares a los observados en los animales control (Fig.
12). Interesantemente, si el tratamiento con litio 3mM se prolonga durante 6 semanas,
entonces es capaz de prevenir los efectos de la inyeccion intracerebroventricular de la PBA
tanto en la conducta como en la AOH (Fig. 9) y esto se correlaciona con la inhibicion de la

GSK3p a niveles inclusive por mayores a los observados en los animales control (Fig. 12).

Los datos discutidos en el parrafo anterior sugieren que para que el litio a dosis bajas (3
mM) tenga un efecto terapéuticamente relevante es necesario su uso de manera
prolongada, lo que correlaciona con evidencia clinica en relacion al retraso en el efecto

terapéutico del litio en el desorden bipolar (Malhi et al., 2009). De manera interesante para
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este proyecto, cuando se ha utilizado al litio como agente terapéutico contra la EA
solamente presenta una efectividad aunque minima cuando el tratamiento es prolongado
(Forlenza et al., 2011a). La falta de una efecto terapéutico y el tiempo requerido para
observar un efecto modesto parece relacionarse a que la dosis utilizada sélo inhibe la
actividad de la GSK3[ en un 50% (Forlenza et al., 2011a). Esto nos indica que los efectos
del litio ante las alteraciones producidas por la PBA podrian requerir de los efectos a largo
plazo sobre la GSK3, principalmente la reduccion en su produccion (Mendes et al., 2009)
o el control inhibitorio de la misma mediante diversas cascadas de sefalizacién, mas que
con su inhibicién directa. Lo anterior explica también la pobre efectividad del uso del litio en
los ensayos clinicos a corto plazo sobre la EA (Hampel et al., 2009). Adicionalmente a los
efectos del litio sobre la GSK3, el tratamiento a largo plazo con litio también es capaz de
disminuir la cantidad de PBA soluble y de PS en ratones transgénicos (Zhang et al., 2011a)
adicionando otro mecanismo por el cual el litio podria estar previniendo las alteraciones
asociadas al aumento en la concentracion de PBA. Si bien los efectos del litio a dosis
subterapéuticas suceden a largo plazo (Fig. 12), existen algunos efectos que se presentan

a corto plazo los cuales se discutiran a continuacion.

El litio a corto plazo previene la proliferacién microglial y el estado depresivo

provocado por la inyeccion intracerebroventricular de la PBA.

A pesar de que el ejercicio moderado fue suficiente para prevenir la activacion de la GSK33
en animales inyectados con AR (Fig. 12) esto no fue suficiente para prevenir por completo
las alteraciones en la memoria y la AOH (Fig. 11). Buscando algun indicio de cual factor
estaba determinando el efecto parcial del ejercicio, encontramos que los animales
inyectados con la PBA y que tuvieron acceso a ejercicio moderado corrieron menos en
comparacion a sus contrapartes inyectadas con VEH (Fig. 13). Lo anterior indicaba, en
relacion a lo publicado previamente en la literatura, que la PBA es capaz de aumentar el
comportamiento depresivo (Ledo et al., 2013; Santos et al., 2016). Decidimos entonces
realizar el tail suspension test (Chermat et al., 1986; Cryan et al., 2005) con el objetivo de
caracterizar si los animales inyectados con la PBA mostraban comportamiento depresivo.
Los datos obtenidos indican que la inyeccion intracerebroventricular de la PBA produce un
comportamiento depresivo en los animales sin tratamiento (Fig. 13). Dicho comportamiento

correlaciona también con un aumento en la proliferacion microglial (Fig. 13), lo que ya se

59



habia caracterizado previamente como parte de las alteraciones producidas por la PRA
(Santos et al., 2016; Spangenberg et al., 2016).

Caracterizamos que, si bien el tratamiento subterapéutico con litio a corto plazo no fue
capaz de prevenir la mayoria de las alteraciones en la memoria y la actividad hipocampal
producidas por la PBA, si fue capaz de prevenir la proliferacion microglial y el
comportamiento depresivo asociados a la inyeccion intracerebroventricular de la PBA (Fig.
13). Por otro lado, si bien el litio a la concentracion utilizada previene parcialmente la
activacion de la GSK3B (Fig. 12), su mayor accidén terapéutica parece involucrar la
prevencién en la proliferacion microglial y el comportamiento depresivo asociado a ésta
(Fig. 13). Lo anterior, nos podria indicar que dentro de la gama de efectos que tiene el litio
a corto plazo se encuentra el primordialmente la regulacion de la proliferacion microglial
(Dong et al.,, 2014) que trae como consecuencia la prevencién del comportamiento
depresivo 8 (De Montigny et al., 1981) lo que permite, en nuestras condiciones
experimentales, alcanzar la cantidad de ejercicio necesaria para tener generar un efecto
preventivo ante las alteraciones producidas por la PBA, como puede ser el caso del
deterioro en la memoria (Fig. 13). Si bien la mayoria de los datos experimentales apoyan la
idea del uso del litio como modulador del proceso inflamatorio mediado por la microglia a
través de la GSK3[, también se sabe que podria regular la respuesta inflamatoria con

cascadas de sefalizacion diferentes a la GSK3p.

El litio es capaz de modular la migracibn microglial de manera independiente, o
adicionalmente a su efecto sobre la GSK3[3, pues el tratamiento con litio inhibe mas a la
migracién microglial en comparacion con el tratamiento con el inhibidor especifico de la
GSK3p, el SB216763 (Yuskaitis and Jope, 2009). Esta observacion coincide con la nuestra
en el sentido de que a pesar de que la PBA induce la activacion de la GSK3p en presencia
de la dosis baja de litio, esta dosis fue suficiente para reducir la proliferacion microglial.
Entre los efectos del litio sobre la microglia, independientes de la GSK3p3, se pueden
encontrar su modulacion de la respuesta de los receptores tipo Toll (Gleeson et al., 2006;
Simpson et al., 2009; Singhal et al., 2014), los cuales modulan la respuesta inflamatoria en
la microglia mediante el reconocimiento de ligandos asociados a estrés o dafio (Gurley et
al., 2008). Por otro lado, el litio es capaz de regular al factor de transcripcion NFkB (Khan
et al., 2017), lo que modula también la respuesta inflamatoria (Shih et al., 2015). El litio
también es capaz de regular la produccion de diferentes tipos de “complementos” 3 (Yu et

al., 2015), lo que adquiere relevancia debido a que la sefializacion inducida por el
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complemento 3 en la microglia es necesaria para la perdida sinaptica en un modelo de
transgénico de EA (Hong et al., 2016). Asimismo, la inhibicion de la sefializacion inducida
por el complemento 3 es capaz de reducir la acumulacién de PBA (Lian et al., 2016), lo que
podria prevenir las alteraciones cognitivas (Lian et al., 2016). Por dltimo, el litio también es
capaz de regular la produccion de éxido nitrico (Yuskaitis and Jope, 2009) y la reduccién
en la expresion de la COX-2 (Yuskaitis and Jope, 2009) de manera independiente a la
GSK3B. Estas evidencias, en conjunto, podrian indicar que el litio tiene otros blancos

terapéuticos que regulan la actividad microglial independientemente de la GSK3p.

La inhibicion de la GSK3B mediante el tratamiento con ejercicio previene las

alteraciones producidas por la PBA.

Adicionalmente al tratamiento farmacolégico con litio utilizamos al ejercicio como una
herramienta para inhibir a la GSK3p (Chen and Russo-Neustadt, 2005; Bayod et al., 2013).
Encontramos que el ejercicio produce diversos terapéuticos que se discutirdn a
continuacién: Por un lado, los datos indican que 3 semanas de ejercicio libre aumentan la
potencia de la ASH en comparacién con un animal sedentario (Fig. 10). De manera
interesante, el mismo efecto potenciador se presenta también en la AOH (Fig. 11),
indicando que el ejercicio es capaz de aumentar la potencia de la actividad hipocampal en

ambas condiciones.

Desde finales de los 90s se ha demostrado que el ejercicio es capaz de promover cambios
plasticos importantes en la formaciéon hipocampal (van Praag et al., 1999). Los primeros
estudios en relacion a los cambios anatémicos inducidos por el ejercicio en el hipocampo
se centraron en el aumento en la neurogénesis (van Praag et al., 1999). Posteriormente se
caracterizd que el ejercicio es capaz de promover cambios importantes en la densidad y
morfologia de las espinas dendriticas, asi como en la arborizacion dendritica (Stranahan et
al., 2007). Dichos cambios anatomicos adquirieron relevancia funcional al caracterizarse
gue el ejercicio promueve cambios funcionales en el hipocampo que llevan al aumento en
la capacidad para generar LTP (van Praag et al., 1999). Si bien dichos cambios anatémicos
y funcionales se asocian con el aumento en la produccion de factores tréficos como el IGF-
1 (Carro et al., 2000; Trejo et al., 2001; Gomes et al., 2009; Llorens-Martin et al., 2010;
Muller et al., 2011), el BDNF (Patapoutian and Reichardt, 2001; Chen and Russo-Neustadt,
2005; Numakawa et al., 2010; Jr et al., 2011; Um et al., 2011; Cassilhas et al., 2012; Fang

et al., 2013) o inclusive el Wnt (Bayod et al., 2013), asi como con la subsecuente activacion
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de cascadas de sefalizacion intracelular asociadas con los mismos, poco se ha estudiado
acerca de como estos cambios plasticos repercuten en la capacidad del circuito hipocampal

de generar oscilaciones.

Aunque esta bien documentado que el correr aumenta la potencia de las oscilaciones 6
mientras se esta llevando a cabo el ejercicio (Chen et al., 2011; Ahmed and Mehta, 2012;
Li et al., 2014b) hasta la fecha existen pocos reportes que indiquen que el ejercicio puede
maodificar a largo plazo la funcién hipocampal en relacién a la generacion del ritmo 6, el cual
es esencial para el proceso de aprendizaje y memoria (McNaughton et al., 2006). Los datos
encontrados en esta tesis indican que los cambios plasticos producidos por el ejercicio
promueven modificaciones a largo plazo del circuito hipocampal que repercuten de manera
importante en su fisiologia, particularmente aumentando la potencia de las oscilaciones 6
(Fig. 11). Esto podria explicar en parte el por qué el ejercicio es capaz de promover mejorias

cognitivas en tareas de aprendizaje y memoria (van Praag et al., 1999; Jr et al., 2011).

En esta tesis también mostramos que el ejercicio libre es capaz de prevenir la disminucion
en la actividad hipocampal producida por la PBA tanto in vitro (Fig. 10) como in vivo (Fig.
11) y previene las alteraciones de la memoria producidas por la PBA (Fig. 11). La prevencion
de los efectos de la PBA en ambos modelos correlaciona con la inhibiciéon de la GSK3 (Fig.
10-11). De acuerdo a los datos obtenidos en esta tesis, el ejercicio es capaz de prevenir la
activacion de la GSK3B a pesar de ser moderado (Fig. 12), indicando que los efectos
terapéuticos del ejercicio van de la mano principalmente con la inhibicion de la GSK3p.
Dentro de los principales efectos que de manera clasica se han asociado al efecto protector
del ejercicio contra las alteraciones producidas por la PBA esta el aumento en la produccion
de factores troficos (Neeper et al., 1996; Vaynman et al., 2004; Cole and Frautschy, 2007)
los cuales han sido asociados a la proliferacién y mantenimiento de la viabilidad de las
neuronas (Barbacid, 1995) asi como a procesos de plasticidad estructural como la
neurogénesis o la sinaptogénesis (Foster et al., 2011; Quesseveur et al., 2013).
Adicionalmente, existe evidencia de que el ejercicio a través de la produccion y liberacion
de los factores troficos desencadena multiples cascadas de sefializacion que previenen los
efectos de la PBA en las neuronas (Nichol et al., 2009; Liu et al., 2011; Cetinkaya et al.,
2013; Intlekofer and Cotman, 2013; Yu et al., 2013; Zhao et al., 2015). Por ejemplo, el
ejercicio es capaz de aumentar la produccion y liberacién de factores tréficos como el BDNF
o el IGF-1 que activan cascadas de sefalizacion que inhiben a la GSK3, principalmente

via la activacion de la PI3K (Bruel-Jungerman et al., 2009; Isla et al., 2016). De manera
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independiente, el ejercicio puede activar otras cascadas de sefializacion como la via
candnica de Wnt que termina inhibiendo a la GSK3 (Ng et al., 2009; Bayod et al., 2013).

En esta tesis también mostramos que, si disminuimos la cantidad de ejercicio que el animal
puede realizar de manera voluntaria, al restringir el acceso a la rueda de ejercicio durante
solo una hora al dia por 5 dias a la semana el efecto del ejercicio, el efecto protector de
esta manipulacion conductual se vuelve Unicamente parcial (Fig. 11). Por ejemplo, los
animales inyectados intracerebroventricularmente con VEH que tuvieron acceso a ejercicio
moderado mostraron un aumento en la potencia de la AOH durante la ES muy similar al de
los animales control (Fig. 11), en contraste al aumento exacerbado que mostraron los
animales con ejercicio ad libitum; indicando que a menor ejercicio menor efecto sobre la
actividad hipocampal. Por otro lado, el ejercicio moderado solo previene parcialmente las
alteraciones producidas por la PBA. Si bien la GSK3B no mostré cambios significativos entre
los animales inyectados con la PBA con acceso a ejercicio moderado y los animales
inyectados con VEH (Fig. 12), en dichos animales el ejercicio moderado tuvo un efecto
parcial sobre la inhibicién de la AOH producida por la PBA, dado que la potencia de la AOH
de los animales inyectados con la PRA y tratados con EX Mod fue superior en comparaciéon
con los animales inyectados con la PBA sin tratamiento (Fig. 11). Sin embargo, lo anterior
no fue suficiente para prevenir por completo las alteraciones en la memoria producidas por
la PBA.

El efecto parcial del ejercicio moderado contra las alteraciones producidas por la PBA
correlaciona con algunas evidencias previas en donde se observa que los efectos del
ejercicio en el hipocampo son dependientes de la cantidad de actividad realizada (Molteni
et al.,, 2002; Liang et al., 2010). Por ejemplo, el ejercicio moderado promueve la
diferenciacién y migracién neuronal en el hipocampo, pero es hasta que el ejercicio se
vuelve prolongado cuando adicionalmente existe un aumento en la proliferacion y la
sobrevivencia neuronales (So et al., 2017). Asimismo, es hasta que el ejercicio se vuelve
prolongado que existe un aumento en la cantidad de factores tréficos en el hipocampo
incluyendo el BDNF y el IGF-1 (So et al., 2017). Por otro lado, también es hasta que el
ejercicio se vuelve prolongado que el proceso de maduracion neuronal se favorece (Patten
et al., 2013) lo que repercute en que el ejercicio tenga un efecto importante en mecanismos
de plasticidad neuronal como la LTP (Patten et al., 2013). En los modelos transgénicos
también se han mostrado evidencias similares en relacion a que el aumento en la cantidad

de ejercicio correlaciona con el efecto terapéutico. Por ejemplo, el ejercicio moderado
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genera un aumento transitorio en la potencia de la actividad 6 al finalizar el ejercicio en
animales control (Miki Stein et al., 2017), sin embargo en el modelo transgénico dicho
aumento no sucede probablemente debido a que el ejercicio fue moderado(Miki Stein et al.,
2017), la ausencia de efecto del ejercicio moderado sobre la actividad 6 correlaciona con la
persistencia de alteraciones en el proceso de memoria en dichos animales. Por el contrario,
el aumento en la cantidad de ejercicio realizado correlaciona con la disminucidn significativa
en la cantidad de PBA en un modelo transgénico de la EA (Moore et al., 2015), este efecto
dependiente de la cantidad de ejercicio también aumenta la expresién de diversas enzimas
encargadas de la degradacién de la PBA como la enzima degradadora de la insulina(Moore
et al., 2015). Los hallazgos en relacion a la cantidad de ejercicio necesaria para tener un
efecto terapéutico sobre las alteraciones producidas por la PBA también correlacionan con
evidencias clinicas que indican que es necesario alcanzar cierta intensidad de ejercicio para

tener un efecto preventivo ante el desarrollo de la EA (Hill et al., 2009).

De manera interesante para este proyecto, encontramos que el ejercicio moderado no fue
capaz de prevenir la proliferacién microglial ni el comportamiento depresivo producido por
la PBA (Fig. 13). Esto correlaciona con evidencia en donde se muestra que el ejercicio
moderado falla en prevenir la proliferacion microglial en el hipocampo asociada al
envejecimiento (Kohman et al., 2013). Sin embargo cuando la cantidad de ejercicio
aumenta, la proliferacién microglial disminuye, indicando que los efectos del ejercicio sobre
la proliferacion microglial podrian ser dependientes de la cantidad de ejercicio (Kohman et
al., 2013). Por otro lado, si bien el ejercicio moderado es capaz de disminuir la proliferacion
microglial asociada a la inyeccion de streptozocina (Baek and Kim, 2016), en esos
experimentos la cantidad de ejercicio alcanzada por los animales se encuentra alrededor
del doble en comparacion con los nuestros (Baek and Kim, 2016) lo que podria explicar el
efecto parcial del ejercicio moderado. El efecto del ejercicio sobre la proliferacién microglial
también podria ir depender del fenotipo microglial, pues el ejercicio es capaz de aumentar
la proliferacion microglial (Ehninger and Kempermann, 2003) pero en un fenotipo microglial
con carateristicas proneurogénicas (Kohman et al., 2012) que promueve la liberaciéon de
factores tréficos como el BDNF y el IGF-1 (Kohman et al., 2012). Lo anterior, nos podria
indicar que mientras la PBA promueve el aumento en la proliferacion microglial asociada a
un proceso inflamatorio, el ejercicio podria estar generando mecanismos compensatorios a

través de la proliferacion microglial de tipo proneurogénico.
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La combinacién del tratamiento farmacol6gico con litio a corto plazo y el ejercicio

moderado previenen las alteraciones producidas por la PBA.

A manera de resumen, los datos hasta aqui mostrados nos indican que por un lado el
ejercicio de manera libre previene por completo las alteraciones producidas por la PBA en
la memoria y en la AOH (Fig. 11), lo que correlaciona con la inhibicion de la GSK3p (Fig.
12). Por otro lado, nuestros datos también muestran que el tratamiento a largo plazo con
litio 3 mM tiene efectos muy similares (Fig. 9) inclusive llevando los niveles de inhibicién de
la GSK3B por arriba del control (Fig. 12). En conjunto, esto nos indica que ambos
tratamientos son capaces de prevenir los efectos de la PBA en la memoria 'y en la AOH por
si solos, lo que cumple con el objetivo principal de esta tesis, ya que en ambos casos el
efecto terapéutico correlaciona con la inhibicion de la GSK3p (Fig. 12). Esto podria explicar
el éxito, aunque sea parcial, de algunos ensayos clinicos en los que ambos tratamientos
han sido aplicados para prevenir el desarrollo de la EA (Hill et al., 2009; Forlenza et al.,
2011b). Sin embargo, en el caso del ejercicio, la cantidad de ejercicio necesaria para tener
un efecto terapéutico va de moderada a alta (Shen and Li, 2016). Por otro lado en el caso
del tratamiento con litio, la temporalidad del tratamiento para alcanzar un efecto terapéutico
es prolongada (Hampel and Ewers, 2009; Forlenza et al., 2011b).

Sin embargo, si disminuimos la cantidad de ejercicio o bien en la temporalidad del
tratamiento con litio, disminuyen sus efectos preventivos contra las alteraciones producidas
por la PBA. Por un lado, el ejercicio moderado previene por completo la activaciéon de la
GSK3p producida por la PBA (Fig. 12) y de manera parcial esto se ve reflejado en la AOH
(Fig. 11). Sin embargo, este régimen moderado no es capaz de prevenir la proliferacion
microglial producida por la PBA (Fig. 13), lo que contribuiria a la presentacion de un
comportamiento depresivo (Fig. 13) que correlaciona con una reduccion en la cantidad de
ejercicio en comparacion con los animales inyectados con VEH (Fig. 13). Por otro lado, el
litio 3 mM previene la proliferacion microglial y el comportamiento depresivo (Fig. 13), pero
solo inhibe parcialmente a la GSK3pB (Fig. 12). Tomando en cuenta ambos grupos de
evidencia, encontramos que la combinacién de ambos tratamientos subterapéuticos es
capaz de prevenir por completo las alteraciones producidas por la PBA (Fig. 14).
Particularmente, encontramos que es necesaria la inhibicion de la proliferacion microglial
por parte del litio para que los animales alcancen una cantidad de ejercicio suficiente para

prevenir los efectos de la PBA sobre la AOH y subsecuentemente en la memoria (Fig. 14).
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Recientemente se ha propuesto que la combinacion de tratamientos conductuales vy
farmacoldgicos podrian ser la clave para prevenir las alteraciones producidas por la PRA
(Herholz et al., 2013; Strohle et al., 2015; Cummings et al., 2016), en la literatura existen
pocas evidencias en donde se ha intentado la combinacién del ejercicio con diversas
terapias farmacoldgicas. Po ejemplo, en modelos no patoldgicos la combinacién de
antidepresivos con ejercicio libre aumentan la cantidad de BDNF en el hipocampo (Russo-
Neustadt et al., 1999; Garza et al., 2004; Chen and Russo-Neustadt, 2007) lo que podria
relacionarse con un efecto neuroprotector ante las alteraciones producidas por la
PBA(Arancibia et al., 2008).

En cambio, en modelos patoldgicos los resultados han sido contradictorios. Por ejemplo, en
un modelo canino de neurodegeneracion se prob6 la combinacion del ejercicio moderado
con una dieta alta en antioxidantes (Pop et al., 2010). Dicha intervencién dur6 2.69 afios y
si bien la combinacion de ambos tratamientos disminuye la cantidad de PS y PBA soluble
en diferentes regiones cerebrales, no se encontraron diferencias cognitivas entre los
animales control y aquellos con los tratamientos por separado o combinados (Pop et al.,
2010).

Asimismo, el tratamiento durante 6 semanas de la combinacién de ejercicio moderado (2
horas diarias de acceso libre) y acetilcisteina, la cual se ha caracterizado como un
antioxidante (Dodd et al., 2008), no es capaz de prevenir las alteraciones en el aprendizaje
y la memoria, el aumento en la produccion y acumulacion de PBA, el aumento en el estrés
oxidativo, el aumento en la respuesta inflamatoria microglial y la perdida sinaptica en un
modelo transgénico de EA que sobreexpresa la PPA y la presenilina 1 (Xu et al., 2013). Los
autores de este Ultimo estudio sugieren que el pobre efecto podria ir deberse a que los
animales no alcanzan la cantidad de ejercicio necesaria (Xu et al., 2013). Por otro lado, en
el mismo modelo transgénico se utilizé la combinacién de epicatequina, que es otro
antioxidante (Ifiguez-Franco et al., 2012) con ejercicio moderado (324 metros al dia),
durante 4 meses, empezando a los 8 meses de edad (Zhang et al., 2016). La combinacién
de ambos tratamientos funciona para prevenir las alteraciones producidas por la PBA en la
memoria, asi como para disminuir la produccién de la PBA misma y aumentar la expresion
de BDNF, la fosforilacion de AKT y la fosforilacion inhibitoria de la GSK3p (Zhang et al.,
2016). La variable critica detras del efecto observado en la efectividad de ambos
tratamientos combinatorios sobre las alteraciones en la memoria producidas por la PRA

podria depender de la cantidad de ejercicio realizado por los animales transgénicos dado
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que la cantidad de ejercicio realizada por los animales en el articulo de Zhang (2016) es
significativamente mayor a la utilizada por Xu (2013). Adicionalmente, se ha caracterizado
gue la misma dosis de epicatequina reportada por Zhang (2016) no es capaz de prevenir
las alteraciones en la memoria y en la proliferacion microglial producidas por la PBA en el
mismo modelo transgénico a pesar de nueve meses de tratamiento (Zeng et al., 2014), lo
gue nos indica que la variable clave para prevenir las alteraciones en la memoria producidas

por la PBA en dicho modelo es el gjercicio.

La combinacion de los tratamientos subterapéuticos caracterizados en esta tesis, no solo
previene de manera diferencial los efectos de la PBA (Fig. 13), sino que también es capaz
de promover cambios fisiolégicos en el hipocampo, pues los animales inyectados con la
PBA y tratados con la combinacién de los tratamientos presentaron un aumento significativo
en la potencia de la AOH después de la estimulacion sensorial (Fig. 13). Este aumento en
la potencia de la AOH es inclusive mayor al presentado por los animales VEH. El aumento
en la potencia de la AOH podria ser la clave detras de los beneficios cognitivos observados
en los animales tratados, dado que dicha actividad es esencial para el correcto
procesamiento de la memoria (McNaughton et al., 2006; Gutiérrez-Lerma et al., 2013;
Ognjanovski et al.,, 2017) y, en los datos presentados en esta tesis, se observa una
correlacion entre la capacidad de aumentar la potencia hipocampal y el correcto
funcionamiento del proceso de memoria. La sinergia entre los tratamientos subterapéuticos
presentados a traves de la activacion de diversas cascadas de sefializacion convergentes
y divergentes podrian repercutir en el aumento significativo en la potencia de la actividad
hipocampal a pesar de la presencia de la PBA. Este efecto sumatorio podria involucrar la
liberacion de factores tréficos asociada a la regulacion de los efectos proneurogénicos en
la microglia (Kohman et al., 2012). Este efecto en la actividad neuronal por encima del
control producido por la combinacién podria deberse al aumento sostenido del BDNF
producido por ambos tratamientos y la subsecuente activacion de los TRK (Ferrini and De
Koninck, 2013). Coincidentemente, el aumento en la liberacién de BDNF es la clave de la
facilitacion sinaptica y la LTP producida por la estimulacion 6 (Guo et al., 2014). Asimismo,
se sabe que el BDNF aumenta la precision y la fidelidad de los potenciales de accion en
respuesta a la actividad sinusoidal en neuronas hipocampales (Fujisawa et al., 2004) y el
mecanismo podria estar asociado a corrientes de sodio provocadas por la activacion de los
TRK (Fujisawa et al., 2004). Por otro lado, el BDNF es capaz de modular las oscilaciones
gamma producidas por interneuronas (Zheng et al., 2011). Dichas oscilaciones son

esenciales para el mantenimiento y coordinacion de la AOS (Penley et al., 2013) v,
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particularmente, para el proceso de memoria (Osipova et al., 2006; Villette et al., 2010; Lega
et al., 2012; Penley et al., 2013; Zheng and Zhang, 2013). Podria ser también que el
aumento en la potencia del ritmo 6 en los animales no s6lo tenga un efecto protector en la
memoria sino también ayude a disminuir otras alteraciones producidas por la PBA.
Interesantemente, conforme va avanzando la edad existe una disminucién en la capacidad
hipocampal de generar oscilaciones 6 (Kuo et al., 2010) y recientemente se ha utilizado la
estimulacién a frecuencia 8 como tratamiento para los pacientes que tienen deterioro
cognitivo moderado (Miller et al., 2015; Vuksanovi¢ et al., 2015), asi como para tratar la
depresion (Li et al., 2014a; Chistyakov et al., 2015; Cheng et al., 2016). Adicionalmente,
evidencia reciente indica que la estimulacién ritmica de los circuitos neuronales favorece la
estabilidad de la actividad de dichos circuitos (Ognjanovski et al., 2017) y dicha estimulacion
es capaz de reducir la activacion microglial y la cantidad de la PBA, lo que genera una
mejoria cognitiva en animales transgénicos con fenotipo tipo-Alzheimer (laccarino et al.,
2016).

Por dltimo, la combinacion de los tratamientos caracterizados en esta tesis podria tener
relevancia terapéutica traslacional dado que ambas estrategias pueden ser llevados a los
seres humanos con mucha facilidad. Actualmente, la mayoria de los tratamientos utilizados
con el objetivo de prevenir las alteraciones producidas por la PBA se centran en el desarrollo
farmacoldgico (Cummings et al., 2016, 2017) o en estrategias de caracter conductual(Wolf
et al., 2006; Shen and Li, 2016) exclusivamente. Sin embargo, el potencial terapéutico de
la combinacién de un tratamiento conductual y farmacoldgico ha sido utilizado en muy
pocas ocasiones y con resultados parciales (Giordano et al., 2010; Matsuda et al., 2010;
Tokuchi et al., 2016). Sin embargo, se ha propuesto que en los préximos afios, la utilizacion
de terapias combinatorias puede ser el factor determinante para prevenir el desarrollo de la
EA (Herholz et al., 2013; Stréhle et al., 2015; Cummings et al., 2016), por lo que los datos
presentados en esta tesis constituyen una importante evidencia del potencial terapéutico
traslacional que tiene la combinacion del ejercicio moderado y el litio a dosis subterapéutica
para el tratamiento de patologias asociadas a la sobreexpresion de la PBA, incluyendo la
EA.
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Conclusiones:

o El aumento en la concentracion de la PBA promueve la activacion de la GSK3 en
pocos minutos y dicho efecto permanece a lo largo del tiempo (semanas).

e El tratamiento con ejercicio libre durante 3 semanas es capaz de prevenir las
alteraciones producidas por la PBA en la memoria, la AOH in vivo y la ASH in vitro.

e El tratamiento con ejercicio libre durante 3 semanas previene la activacion de la
GSKa3 producida por la PBA.

o El tratamiento con litio a dosis alta o bien a largo plazo previene las alteraciones
producidas por la PBA en la memoria, la AOH in vivo y la ASH in vitro.

¢ El tratamiento con litio a largo plazo previene la activacion de la GSK3[ producida
por la PBA.

o El tratamiento con ejercicio moderado previene parcialmente los efectos de la PBA
en la AOH y previene por completo la activacion de la GSK3 producida por la PBA.

e EIl tratamiento con litio a corto plazo previene la proliferacion microglial y el
comportamiento depresivo producido por la PRA.

e La combinacién del tratamiento con litio a corto plazo previene la proliferacion
microglial y el comportamiento depresivo permitiendo que el animal alcance la
cantidad de ejercicio necesario para prevenir las alteraciones producidas por la PBA

en la memoria y la AOH inhibiendo a la GSK3p.
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