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Resumen

La enfermedad de Alzheimer es el tipo de demencia mas prevalente en la
actualidad. Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentran el déficit
cognitivo y la pérdida de memoria episddica. Ambas caracteristicas asociadas a
la deposicion de agregados de beta amiloide (BA) y los ovillos neurofibrilares de

Tau.

Algunos trabajos han reportado que la acumulacién o administracion exogena
del péptido PA altera la neurotransmision catecolaminérgica, revierte la
potenciacion a largo plazo a depresion a largo plazo y tiene efectos negativos
sobre la memoria de reconocimiento mediada por la corteza. Recientemente se
ha establecido que las alteraciones patologicas generadas por el BA en un
modelo transgénico para la EA coinciden con un mal desempefio en tareas de
reconocimiento de objetos y una disminucion en la concentraciéon de
catecolaminas en la corteza insular. Por otro lado, algunos datos de nuestro
laboratorio, sefalan la importancia de la correcta liberacidon de catecolaminas en

el hipocampo durante la codificacidon de la novedad contextual.

En este trabajo, evaluamos los efectos neurotdxicos de la administracion
intrahipocampal de BA 42 sobre el sistema catecolaminérgico y la evocacion de
memorias contextual/ espaciales. Nuestros resultados senalan que la
administracion aguda de PBA 42 disminuye la longitud de las fibras
catecolaminérgicas en el hipocampo, lo cual afecta el numero de cruces en la
memoria a largo plazo del laberinto acuatico de Morris y la identificacion de una
localizacion novedosa en una tarea de localizacion de objetos. Sin embargo,
nuestros resultados también apuntan a que la longitud de los axones
catecolaminérgicos puede recuperarse dias después de la administracion de A
42.

Estos hallazgos sugieren la relevancia del sistema catecolaminérgico en la EA

para el desarrollo de blancos terapéuticos.



Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent type of dementia in the elderly. Its
major characteristics are amyloid-beta (AB) aggregates, neurofibrillary tangles of
hyperphosphorylated tau, synaptic failure and neuritic dystrophy that lead to

cognitive impairment and memory loss.

It has been reported that increased A deposition or its exogenous administration
reduces catecholaminergic neurotransmission, impairs recognition memory and
converts long-term potentiation in long- term depression in the cerebral cortex
and dorsal hippocampus. Recent evidence from our laboratory has shown that
AB pathologic alterations, in a transgenic mouse model for AD, coincide with
catecholaminergic neurotransmission disruption and recognition memory
impairment. Moreover, recently we have shown data that links catecholaminergic
input into the hippocampus with the encoding of novel contextual information. In
this paper, we aim to evaluate the effects of exogenous AB administration on
long-term spatial and contextual memory evocation and the induced changes in

the catecholaminergic system.

We found that the intrahipocampal administration of A after memory acquisition
and before evocation impairs spatial memory codification of novel contextual
information and decreases TH + axons after 24 h, but not after eight days. Also,
our analysis shows that no other fibers show decreased length.

Thus, our data suggest that catecholaminergic neurotransmission and spatial
memory evocation are disrupted by intrahippocampal AB administration. These
findings suggest the importance of the catecholaminergic system in AD that is
relevant for the development of new therapeutic targets.



1. Introduccion

1.1 Caracteristicas generales de la Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma de demencia progresiva mas
comun en personas mayores de 65 afios. Hasta 2018, la Alzheimer’s Association
reportd que aproximadamente 5.7 millones de estadounidenses padecen la EA
(Association, 2018). A medida que la poblacion mundial envejece esta
enfermedad se ha convertido en un problema de salud serio. Nuestro pais no es
la excepcion, los ultimos censos han registrado un incremento en la poblacién de
adultos mayores de 60 afios con respecto a nifios de 0 a 4 afios (Robledo et al.,
2016).

En México, no se cuenta con cifras exactas de cuantas personas padecen esta
enfermedad, pero segun datos del Instituto Nacional de Geriatria (INGER) en
2014 la prevalencia de enfermedades por demencia en el pais era de 860,000
casos. Y se espera que para el 2050, 3 millones de adultos mayores padezcan
esta enfermedad (Robledo et al., 2016).

La EA es mayormente caracterizada por un declive gradual de las habilidades
cognitivas y pérdida de la memoria episddica (Smith et al., 2002; Viggiano et al.,
2008). También se presentan alteraciones de la fluencia verbal y algunos
sintomas neuropsiquiatricos como los son la depresion, cambios de humor y
cambios de personalidad. La importancia de estos sintomas radica en que tienen
un impacto directo sobre la vida de quienes padecen esta enfermedad, pues el
declive en la funcionalidad suele ser tal que el paciente ya no es capaz realizar
sus actividades cotidianas con naturalidad (Robledo et al., 2016; Selkoe et al.,
2016).



1.2 Caracteristicas histopatoldgicas de la EA: BA y Tau hiperfosforilada.

La EA tiene dos caracteristicas histopatoldgicas principales: las placas amiloides
0 neuriticas mayormente constituidas por el péptido beta amiloide (BA) y los
ovillos neurofibrilares constituidos por la proteina Tau en su estado
hiperfosforilado (Murphy et al., 2010). El BA es un péptido de aproximadamente
4 KDa derivado de la protedlisis de la proteina precursora de amiloide (APP)
(De-paula et al., 2012). APP es un grupo heterogéneo de glicoproteinas
transmembranales ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central de
entre 695 a 770 aminoacidos; las neuronas suelen expresar la isoforma de 695
residuos. Cabe sefialar que aunque se le considera una proteina de la
membrana celular, APP también es abundante en organelos membranosos
como la mitocondria, el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi (De-paula
et al., 2012; D J Selkoe, 2001).

Por otro lado, Tau es una proteina asociada a microtubulos (MAP) cuya
fosforilacién da estabilidad a los polimeros de tubulina permitiendo el correcto
ensamble del microtubulo. Esto es importante ya que las MAP participan en la
estabilidad del citoesqueleto, transporte axonal y plasticidad sinaptica.

La hiperfosorilacion de Tau en la EA, altera la capacidad de ésta para unirse a
los polimeros de tubulina, lo que resulta en la desestabilizacién de los
microtubulos y la agregacion de esta proteina en marafias u ovillos

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

Aunque la Tau también tiene un papel importante en la EA, su aparicién en el
cerebro de los pacientes parece ser mas tardia a la del péptido amiloide, por lo
que se considera que los eventos patoldgicos que dan inicio su agregacion son
desencadenados mayormente por las alteraciones en el procesamiento y
sobreproducciéon del BA (Armstrong, 2014; Hardy et al., 1992). Aunque cabe
senalar, que los ovillos neurofibrilares se pueden presentar en otro tipo de
demencias, como la demencia frontotemporal y la paralisis supranuclear

progresiva (Bekris et al., 2010).



1.3 Metabolismo y agregacion de PA.

Las diferentes isoformas de APP son metabolizadas mediante dos vias en las

que participan 3 enzimas secretasas denominadas a, B y y (Bekris et al., 2010).
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Fig 1. Metabolismo de la proteina precursora de amiloide (APP) mediante la via no
amiloidogénica y la via amiloidogénica. A) Ruta no amiloidogénica y sus productos.
B) Ruta amiloidogénica y sus productos. Las flechas y colores sefalan el sitio de corte
de cada enzima. Verde: a -secretasa, azul: y—secretasa y Rojo: f—Secretasa. La NTF
hace referencia al fragmento amino de la proteina y C al fragmento carboxilo. AICD se
refiere al dominio intraceluar de la proteina precurosa de amiloide (Sasaguri et al.,
2017).

En la via secretora o no amiloidogénica, el primer corte es llevado acabo por la
enzima a- secretasa, lo que genera un fragmento N- terminal soluble (sAPPa) y
un fragmento C- terminal de 83 residuos que posteriormente es cortado por la
enzima intramembranal y- secretasa para dar origen a un fragmento de bajo
peso molecular denominado P3 y al fragmento de dominio intracelular de APP
(AICD) (Fig.1A). Por otro lado, en la denominada via amiloidogénica, el primer
corte es producido por la enzima (3- secretasa, lo que genera un fragmento N-



terminal (SAPPf) que se libera al espacio intracelular y un fragmento C- terminal
de 99 residuos que se libera al espacio extracelular. El segundo corte, al igual
que en la via no amiloidogénica, es producido por la enzima y- secretasa dando
origen al AICD y a un péptido de composicion heterogénea de entre 39 a 43
residuos denominado BA. (Fig.1B) (Baranello et al., 2015; Chow et al., 2010;
De-paula et al., 2012). El péptido BA adquiere una estructura de beta plegada
que tiene una tendencia a autoagregarse en dimeros, trimeros, oligdmeros,

protofibrillas, fibrillas y finalmente placas amiloides (Reinke & Gestwicki, 2011).

Aunque a partir de la protedlisis de APP se pueden obtener gran variedad de
formas de BA, existen dos formas especialmente importantes, el A40 que es la
forma con mayor prevalencia, y el fA42 que tiene mas tendencia a agregarse y
por lo tanto formar placas amiloides (Mucke et al., 2012; Rammes et al., 2015).
Es probable que esto se deba a los dos aminoacidos extra en el péptido fA42
que son de naturaleza hidrofobica, lo que no solo favorece su agregacion, sino
también su interaccidn con otras moléculas hidrofobicas como los lipidos de
membrana, lo que puede comprometer la estructura de las membranas celulares
y generar espacios por los que pueden pasar iones generandose excitotoxicidad,
estrés oxidativo e inflamacion (Giorgetti et al., 2018; Mucke et al., 2012). Ademas
existen varios reportes que sefalan a la forma A 42 como la forma mas toxica
para la plasticidad sinaptica (Moreno-Castilla et al., 2016; Mucke et al., 2012;
Selkoe, 2002).
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Fig 2. Proceso de agregacion de BA. Se sefalan los estados pertenecientes a las
fases de nucleacién y elongacion. Las flechas en ambos sentidos indican el equilibrio
que existe entre los diferentes estados de agregacion de BA. Las placas amiloides o
neuriticas no pertenecen a ninguna de las fases de agregacion, puesto que éstas se
han descrito in vitro y la agregaciéon en placas solo se da en cerebro (modificado de
Castillo et al., 1999; Diaz-Nido et al., 2002).

La formacién de las fibrillas de BA sigue una funcion sigmoide a lo largo del
tiempo con dos fases esenciales. La primera es la fase de nucleacion en la cual
se forman estructuras secundarias beta de la proteina o mondémeros. Esta fase
culmina con la formacion de oligémeros (Fig. 2). Durante la segunda fase, que
es mas rapida, se da la elongacién; en ésta los oligdmeros formados sirven de
base para la union de mas oligobmeros hasta formar estructuras fibrilares
(Benseny-Cases et al., 2007). Adicionalmente se han descrito procesos de
nucleacion secundarios y de fragmentacion de las fibras los cuales favorecen la

agregacion de PA (Giorgetti et al., 2018).

Dado que el crecimiento y la formacién de fibrillas in vitro es dependiente de la
concentracion de mondémeros, y que la actividad toxica del péptido parece estar
asociada a los oligbmeros, se propone que las placas amiloides fungen como
reservorio de estos; manteniendo asi el estado patoldgico inducido por las altas
concentraciones de las formas oligoméricas de BA (Mucke et al., 2012; Murphy
et al., 2010).



1.4 Bases genéticas de la EA

Aunque la EA es considerada una patologia multifactorial y heterogénea cuya
etiologia aun es desconocida, suele subdividirsele en dos tipos: hereditaria y
esporadica (Selkoe, 2001). El tipo hereditario de la EA se caracteriza porque la
sintomatologia suele presentarse de manera temprana, entre los 40 y 60 afios
de edad, y esta asociado a mutaciones en los genes APP, Presenilina 1 (PS1) y
Presenilina 2 (PS2) (Ridge et al., 2013). La herencia es de tipo autosémico
dominante y la progresion de la patologia depende en gran medida de la
mutacion presentada por el paciente (Bekris et al., 2010; Ridge et al., 2013).

Por otro lado, la EA de tipo esporadico se presenta de forma mas tardia, de los
65 anos en adelante, y representa alrededor del 99% de los casos de la
enfermedad (Holtzman et al., 2011). También se encuentra influenciada por
factores genéticos, sin embargo se han identificado multiples factores de riesgo
no geneéticos ligados a esta forma de la EA (Ridge et al., 2013; Robledo et al.,
2016). Uno de los factores genéticos mas importantes son los polimorfismos
asociados al gen que codifica para la lipoproteina E (apoE) que esta involucrada
en el transporte del colesterol y en la degradacion del BA (Kim et al., 2009;
Selkoe et al., 2016). De especial importancia es la forma de apoE con el alelo 4,
pues una sola copia de este alelo incrementa la posibilidad de padecer la EA 3

veces y dos copias incrementan la posibilidad por 12 (Holtzman et al., 2011).

Otros factores de riesgo asociados a la EA de tipo esporadico son la
dislipidemia, diabetes mellitus, la falta de actividad fisica y la obesidad entre
otros (Robledo et al., 2016). Los padecimientos antes mencionados estan
ligados con desregulaciones en las enzimas que participan en la degradacion del
BA, como lo son la apoE y en la enzima degradadora de insulina, por lo que se
sugiere que la EA de tipo esporadico esta ligada a una afectacion en las vias de
degradacion del BA (Holtzman et al., 2011), y la EA de tipo hereditario con la
sobreproduccién del péptido (Selkoe, 2001).



1.5 Hipdtesis en cascada del BA

Hasta el momento la hipotesis mas aceptada acerca de la etiologia de la EA es
la que plantea al exceso del péptido BA en el sistema nervioso central, como el
desencadenante de los eventos patologicos de la enfermedad (Armstrong, 2014;
Selkoe & Hardy, 2016).

Originalmente, la cascada de eventos propuesta en 1992 por Hardy y Higgins
plantea que la acumulacion extracelular del BA generada por las mutaciones en
APP, PS1 y 2; la presencia del alelo 4 de la apoE y algunos otros factores que
afectan la degradacion del péptido, son los eventos patoldgicos
desencadenantes de la EA. Asi, la agregacion del BA llevaria entonces a su
acumulacion en placas y esto a su vez desencadenaria el mal plegamiento de
Tau, una respuesta inflamatoria exacerbada, pérdida de dendritas, estrés
oxidativo, excitotoxicidad y finalmente muerte neuronal (Hardy et al., 1992)
(Fig.3).

Procesamiento alterado

de APP = | Incremento de BA 42/40 |==i-| Oligomerizacién de A

{

Formacién de
placas

Actividad alterada
de cinasas -
y fosfatasas

{

Ovillos neurofibrilares | wagem- | Muerte neuronal
deTau

Incremento de estrés oxidativo | <egem
e inflamacion

Fig 3. Resumen de la hipétesis en cascada de BA (modificado de Platt et al., 2013).

Los estudios mas recientes apoyan la vigencia de la hipotesis en cascada como
la explicacion dominante de la etiologia de la EA, pues se ha determinado que
las mutaciones en APP favorecen la agregacion del péptido, mientras que las



mutaciones en la PS1 incrementan la produccion del A 42. Ademas, se han
vinculado nuevos genes de riesgo a la EA de tipo esporadica, la mayoria
asociados a la respuesta inmune generada por la agregacion del péptido
amiloide, transportadores de lipidos y al reciclaje endosomal de vesiculas

involucradas con la degradacion del BA (Selkoe et al., 2016).

Cabe sefalar, que la hipotesis en cascada del BA ha sufrido modificaciones
importantes, por ejemplo la hipotesis original consideraba a las fibrillas y placas
amiloides como las formas mas toxicas de este péptido (Hardy et al., 1992). Sin
embargo, nuevos estudios ahora sugieren a los oligdbmeros como la forma mas
toxica. Diversos reportes sefialan que los oligomeros de BA se asocian con
déficit cognitivo temprano y alteraciones en la plasticidad sinaptica (Armstrong,
2014; Selkoe, 2002).

1.6 Tratamientos de la EA.

Los farmacos aprobados hasta ahora para tratar la EA se enfocan mas en aliviar
los sintomas que en detener su progreso. A partir del surgimiento de la hipdtesis
colinérgica, que sefiala que las primeras neuronas en afectarse durante la EA
son aquellas situadas en el cerebro basal anterior (Davies et al., 1976; Perry et
al., 1977), se derivo el tratamiento con donezepilo, galantamina, rivastigmina o
tracrina que son inhibidores de la degradacion de acetilcolina (ACh) (Galimberti
et al., 2013). También suele tratarse a los pacientes con antagonistas del
receptor NMDA como la memantina; esto debido a que durante la EA existe
sobre activacion de este receptor ya que se presenta un exceso de glutamato
por oxidacion de la glutamina sintetasa (Castellani et al., 2010) y porque los
oligobmeros de BA alteran el flujo de calcio a través del receptor NMDA (Shankar
et al., 2007).

Algunas propuestas de tratamiento incluyen a los farmacos que modulan la
actividad de las enzimas secretasas que participan en la via amiloidogénica. Sin
embargo, estos tratamientos no mejoraron la capacidad cognitiva de los
pacientes y tienen la desventaja de que estas enzimas rara vez degradan
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sustratos especificos (De-paula et al., 2012; Schneider, 2013). Otros
tratamientos que se enfocan en la acumulacion del BA, son los anticuerpos
monoclonales que buscan reducir la carga de este péptido en el cerebro. En la
actualidad son la mejor propuesta de tratamiento pues muestran de manera
dosis dependiente mejora cognitiva moderada y una menor carga del pA en el

cerebro (Giorgetti et al., 2018; Sevigny et al., 2016).

1.7 Modelos de la EA

El desarrollo de modelos animales que emulen las diferentes caracteristicas
patoldgicas o conductuales de la EA, es importante ya que nos permiten no solo
obtener mas informacion acerca de como se desarrolla esta enfermedad, sino
que también nos permite proponer estrategias que ayuden a tratarla. En
particular para la EA existen dos diferentes tipos de modelos: los modelos
transgénicos y los modelos de neurotoxicidad de BA, en estos ultimos el péptido

es administrado de manera exogena.

Entre los modelos mas utilizados estan los modelos transgénicos que
sobreexpresan APP humana, y en los que ademas de presentarse mutaciones
en APP también existen mutaciones en PS1; lo que acelera la acumulacion de
BA y genera déficits cognitivos. Incluso se han generado modelos como el triple
transgénico para EA que tiene una mutacion en APP, otra en PS1 y otra en el
gene que codifica para Tau humana (MAPT) para la acumulacion de ovillos
neurofibrilares. Cabe sefalar, que esta ultima mutacion no se ha vinculado con
pacientes de la EA, sino con pacientes que padecen demencia frontotemporal
(Sasaguri et al., 2017).

Aunque los modelos transgénicos son utiles porque suelen recapitular la
acumulacion de BA y Tau en el cerebro de los pacientes, la insercion de
multiples genes puede generar condiciones artificiales. Ademas son un mejor
modelo para emular la EA de tipo hereditaria, que representa tan solo al 1% de
los casos (Hall et al., 2012). En busqueda de mejores modelos para la EA de tipo
esporadica se han creado modelos con ApoE4 humana que facilitan la
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deposicion de BA siempre y cuando el modelo tenga también mutaciones en
APP y PS1 (Liu et al., 2017).

En la actualidad destacan los modelos de transgénesis viral, en los cuales
mediante el uso de lentivirus y adenovirus se insertan genes asociados a
mutaciones en APP y PS1 en un area cerebral de interés (Audrain et al., 2018;
Platt et al., 2013). De estos modelos han surgido algunas evidencias importantes
que refuerzan la hipotesis en cascada de BA. En al menos uno de estos
modelos, los déficits cognitivos reportados coinciden con el incremento gradual
de la produccion de BA 42 y aberraciones en la plasticidad sinaptica. Ademas el
progreso de la patologia amiloide eventualmente desemboca en la fosforilacion
anormal de Tau y su acumulacion (Audrain et al., 2018). Si bien, estos modelos
tienen la ventaja de que la modificacidn de genes es somatica y puede realizarse
en animales silvestres, una de sus criticas es que siguen valiéndose de
mutaciones que solo se encuentran en la EA de tipo hereditaria para inducir la
patologia (Platt et al., 2013).

Por su lado, los modelos de neurotoxicidad de PA permiten evaluar el efecto
toxico de los agregados de A en el cerebro y en la conducta sin necesidad de la
insercion de genes (Zussy et al., 2011a). Dichos modelos de administracion de
BA 42 o del fragmento de BA 25-35 han demostrado que tras la administracion
de agregados fibrilares existen déficits cognitivos, aumento del estrés oxidativo,
dafo neuronal (Sharma et al., 2016), sobreactivacion de caspasas, incremento
del procesamiento de APP por la via amiloidogénica (Zussy et al., 2011a),
disminucién de neuronas colinérgicas en el cerebro basal anterior y un patrén de
gliosis similar al de pacientes con la EA (McLarnon, 2014; Wong et al., 2016).
Ademas en este tipo de modelo no se observan los procesos compensatorios
que se pueden presentar en los modelos transgénicos (Chakroborty et al., 2012;
Jean et al., 2015).
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1.8 Aprendizaje y memoria en la EA

La memoria se define como la adquisicion, codificacion, almacenamiento y la
posterior recuperacion de informacion relevante del medio. El almacenamiento
de la informacion se lleva acabo mediante un proceso llamado consolidacion,
que implica cambios moleculares que permiten la perdurabilidad del trazo de
memoria. La recuperacion de la informacion se lleva acabo por el proceso de
evocacion, que implica la reactivacion del trazo derivada de la interaccién entre
la informacion almacenada y nueva informacion ambiental (Roediger et al.,
2007).

La consolidacion y el almacenamiento de la informacion adquirida confiere
cambios moleculares y fisicos a nivel de la sinapsis que pueden desencadenar
cascadas de sefalizacion celular, cambios en la expresion de genes y sintesis
de proteinas. Esto puede llevar a cambios plasticos que inducen un
fortalecimiento o facilitacion de la comunicacion neuronal a largo plazo, la cual
es conocida como potenciacién a largo plazo (LTP). Hasta ahora la LTP, y su
contraparte la depresién a largo plazo (LTD) son el modelo neurofisiolégico mas
aceptado de como se lleva acabo el aprendizaje en el cerebro (Langille et al.,
2018; Nicoll, 2017).

El déficit cognitivo en la EA se ha ligado a alteraciones en los procesos de
plasticidad sinaptica que subyacen al aprendizaje (Langille et al., 2018; Selkoe,
2002). Multiples grupos de investigacidon han reportado que la presencia de
oligomeros de PBA es suficiente para inhibir (Klyubin et al., 2005; Mucke et al.,
2012) o impedir el mantenimiento de la LTP (Selkoe, 2002). Ademas, también se
asocia la presencia de oligomeros de PA con la reduccion de espinas dendriticas
y pérdida de sinapsis (Shankar et al., 2007; Sheng et al., 2012); lo cual se
relaciona con el progreso de la patologia y la aparicion de sintomas clinicos
como el dano cognitivo leve y la amnesia (Langille et al., 2018; Sperling et al.,
2010).

El estudio de los procesos plasticos que ocurre en la sinapsis, tanto en sujetos
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sanos como enfermos, nos permite entender como se transmite la informacion y
se comunican diferentes areas del cerebro formando circuitos que procesan
conductas complejas como el aprendizaje. Entre los primeros sintomas de la EA
se encuentra la pérdida de memoria episddica (capacidad de recordar
experiencias personales) y los problemas de orientacion. Esto se debe a que
este tipo de memorias se procesan en el lobulo temporal medial (hipocampo,
amigdala y cortezas parahipocampal, perirrinal y entorrinal) (Kandel et al., 2014);
que durante la EA se ve severamente afectado por la acumulacion de proteinas
y muerte neuronal. Ademas, se reporta que la actividad del hipocampo en
pacientes con la EA se encuentra reducida durante la codificacion de estimulos
novedosos (Sperling et al., 2010).

ORM
A | B
= = N
OLM
C D 1

y | e

Fig 4. Tareas de memoria de reconocimiento en animales. A) Adquisicion de la tarea

de reconocimiento de objetos (ORM). B) Memoria largo plazo, cambio de un objeto por
otro novedoso. C) Adquisicién de la tarea de localizacién de objetos (OLM). D) Memoria
a largo plazo, cambio de localizacion de uno de los objetos (Moreno-Castilla et al.,
2018).

Una parte importante de la memoria episédica es la memoria de reconocimiento,

qgue se define como la habilidad para identificar si un estimulo o situacién ha sido
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experimentado previamente (Moreno-Castilla et al., 2018). Para poder estudiar
este tipo de memoria en animales existen paradigmas conductuales como la
tarea de reconocimiento de objetos (ORM) y la tarea de localizacion de objetos
(OLM); analogos a las tareas de reconocimiento visuales aplicadas a pacientes
con EA (Creighton et al., 2019).

En la tarea de ORM que apela al componente de la familiaridad del estimulo; se
permite que el sujeto se familiarice con dos objetos iguales (Fig. 4A), y
posteriormente uno de los objetos se substituye por uno novedoso (Fig. 4B). Se
esperaria que el sujeto al notar el objeto nuevo lo explorara mas, determinando
asi que es capaz de distinguir la novedad en un contexto familiar. Mientras tanto,
en la tarea de OLM, en vez de substituir uno de los objetos por otro novedoso,
uno de los objetos es desplazado a una localizacion novedosa (Fig. 4D). Una
vez mas se espera que de reconocer el cambio en el contexto, el animal explore

mas el objeto con localizacién novedosa (Moreno-Castilla et al., 2018).

Diferentes estudios han mostrado que al igual que los pacientes con EA, los
modelos murinos de la EA presentan una incapacidad para identificar objetos
novedosos o con localizacion novedosa conforme la acumulacion de PA
(Guzman-Ramos et al., 2012) y Tau progresa (Creighton et al., 2019). En estos
modelos de la EA también se han reportado déficits en memoria de tipo espacial
dependientes de hipocampo como el laberinto acuatico de Morris (MWM), en el
cual los ratones son entrenados a encontrar una plataforma sumergida con base

en claves espaciales (Himeno et al., 2011).

1.9 El sistema catecolaminérgico en la EA

Aunque gran parte de los estudios que describen deficiencias en la memoria y
mecanismos neurodegenerativos de la EA se enfocan en el sistema colinérgico,
recientemente se han reportado que otros sistemas de neurotransmision también
se encuentran afectados. Entre éstos, los sistemas dopaminérgico vy
noradrenérgico que participan de manera importante en procesos cognitivos y de
plasticidad sinaptica (Martorana et al., 2014; Trillo et al., 2013). Algunos estudios
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en pacientes con EA reportan una disminucion significativa de dopamina (DA) y
L-DOPA en cerebro (Storga et al.,1996) y liquido cefalorraquideo; mientras la
cantidad de noradrenalina (NE) parece estar aumentada (Stefani et al., 2015);
esto correlaciona con reportes que indican que la enzima dopamina beta
hidroxilasa se encuentra incrementada en etapas tardias de la EA (Mustapic et
al., 2013). También se han descrito déficits de memoria correlacionados a una
marcada reduccion de los receptores de DA D1 (Cortés et al., 1988) y D2 en el
hipocampo (Kemppainen et al., 2003). Sin embargo, aun no queda claro si las
alteraciones en ambos sistemas catecolaminérgicos estaban presentes antes de
la EA o son consecuencia de ésta (Martorana et al., 2014). Cabe sefalar, que
pacientes con la EA que fueron tratados con un protocolo de estimulacion
magnética transcraneal en conjunto con un agonista dopaminérgico presentaron
recuperacion de la eficiencia en la plasticidad sinaptica y mejoras en pruebas de
memoria (Koch et al., 2014).

En modelos animales de la EA se ha establecido una relacion entre la
acumulacion de BA, déficits cognitivos, disfuncion sinaptica y la aparicion de
alteraciones en el sistema dopaminérgico (Guzman-Ramos et al., 2012;
Jurgensen et al.,, 2011; Moreno-Castilla et al., 2016; Nobili et al., 2017). La
presencia de oligdmeros de PBA en el hipocampo resulta en la pérdida de
terminales catecolaminérgicas y se asocia con la degeneracion de somas del
area ventral tegmental (VTA), déficits cognitivos en tareas contextuales y
alteraciones en la plasticidad sinaptica (Nobili et al., 2017). Esto es importante
debido a que experimentos recientes en nuestro laboratorio indican que la
liberacion de DA y NE en el hipocampo es importante durante la evocaciéon de
una tarea que evalua el componente contextual de la memoria de

reconocimiento (Moreno-Castilla et al., 2017).

Por otro lado, esta reportado que diferentes tratamientos con precursores o
agonistas catecolaminérgicos como la L-DOPA (Ambrée et al., 2009; Nobili et al.,
2017), apomorfina (Himeno et al., 2011), inhibidores de la recaptura de DA y NE
(Guzman-Ramos et al., 2012) e inhibidores de la monoamina oxidasa B (MAO-B)
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tienen un efecto benéfico sobre los déficits cognitivos y la acumulacién del A en
modelos transgénicos para la EA. Ademas, el tratamiento con agonistas
dopaminérgicos evita la internalizacion de los receptores necesarios para inducir
la LTP (Jurgensen et al., 2011; Nobili et al., 2017).

Recientemente se ha descrito que la presencia de oligobmeros de BA es
suficiente para generar una reduccion en los niveles de DA y la pérdida de
terminales catecolaminérgicas en la corteza insular, ademas de revertir la LTP a

LTD en la via de la corteza insular a la amigdala (Moreno-Castilla et al., 2016).

2. Antecedentes

La memoria de reconocimiento se ve severamente afectada conforme la EA
progresa. Diferentes estudios han ligado la incapacidad de reconocer estimulos
novedosos con alteraciones en el sistema catecolaminérgico, que es uno de los
sistemas mas relevantes para procesos de aprendizaje y memoria. A su vez, en
los ultimos afios, grupos de investigacion han demostrado un vinculo entre la
degeneracion de los sistemas catecolaminérgicos y la patologia temprana de la
EA.

El exceso en la produccion oligomeros del BA se ha relacionado con la pérdida
de terminales catecolaminérgicas, el deterioro en la memoria de reconocimiento
y alteraciones en la plasticidad sinaptica tanto en pacientes como en modelos
animales de la EA. Aunque cabe senalar, que también existen reportes que
indican que farmacos que incrementan la neurotransmision dopaminérgica
pueden mitigar los efectos dafinos del BA sobre la cognicion y la acumulacién de

dicho péptido.

Una de las estructuras que se ve severamente afectada por este tipo de
alteraciones es el hipocampo, en el cual las catecolaminas son importantes para
la codificacion de la novedad contextual. Por lo que, este proyecto plantea

evaluar los efectos que la administracion de oligomeros/fibrillas de pA42 en el
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hipocampo de roedores pudiera tener sobre estos sistemas y sobre una memoria

de reconocimiento espacial/contextual.

3. Objetivo general

Elucidar el efecto de la administracién de oligomeros vy fibrillas de A42 sobre las
terminales catecolaminérgicas y la plasticidad sinaptica en el hipocampo, asi
como su efecto sobre la novedad contextual y la evocacion de memorias

espaciales/contextuales.

4. Objetivos especificos

» Determinar el efecto y la temporalidad que tiene la administracion aguda de
oligomeros/fibrillas de PBA42 sobre las terminales catecolaminérgicas del
hipocampo.

 Evaluar los efectos que tiene la administracion de oligomeros/fibrillas de BA42
en el hipocampo sobre el componente contextual y espacial de la memoria de

reconocimiento.

5. Hipotesis

La acumulacion de oligdbmeros vy fibrillas BA genera la pérdida de terminales
catecolaminérgicas en el hipocampo, lo que a su vez altera la plasticidad
sinaptica en esta estructura afectando la evocacion de memorias espaciales y la

novedad contextual.

6. Metodologia experimental

6.1 Sujetos

Los sujetos empleados para el desarrollo de este trabajo fueron ratones
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B6129SF2/J WT macho de entre 5 y 6 meses de edad. Los animales se
mantuvieron en el vivario del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) en cajas
individuales o por parejas, en condiciones de 12 h luz/ 12 h obscuridad y tuvieron

acceso libre a comida y agua en todo momento.

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

6.2 Implantacién de cdnulas.

La cirugia se realizd en un aparato estereotaxico para roedores bajo anestesia
inhalada (isofluorano) aproximadamente al 0.5%. Se implantaron canulas de 7
mm de largo sobre CA1 del hipocampo en las coordenadas AP: -2.5 ML:+1.5
DV: -1.4 (Atlas, 2009). Dichas canulas se fijaron con pegamento y acrilico dental.
Tras la cirugia se dieron 7 dias de recuperacion a todos los animales antes de

comenzar con las pruebas de conducta.

6.3 Preparacion y administracion del PA 42.

El péptido pA42 puro (Millipore, California, U.S.A.) se resuspendié en NH,OH al
1% a una concentracion de 1mg/mL. Dicha solucion fue sonicada por un minuto
para permitir que cualquier agregado se deshiciera, quedando unicamente
mondmeros y oligobmeros de bajo peso en una suspension stock. La solucion
denominada BA soluble se obtuvo diluyendo la suspension stock en solucion
salina isotonica al 0.9% (SSI) y la solucidon denominada BA 42 fibrilizada se
obtuvo incubando la solucion diluida en SSI por 4 dias a 37°C (Ghasemi et al.,
2014). Como vehiculo se empled SSI o la secuencia al azar del péptido BA 42
(BA scr) (Millipore, California, U.S.A.). La administracion de las soluciones se
realiz6 de manera bilateral con jeringa y bomba Hamilton, a un volumen de 0.5
uL y a una velocidad de 0.25 uL/min. La concentracion del péptido fue de 7 uM,

en ambos hemisferios.
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Durante los experimentos de determinacion del efecto temporal de BA 42 sobre
las fibras catecolaminérgicas las inyecciones intrahipocampales se realizaron a
24 h, 5 dias y 8 dias antes del sacrificio, mientras que durante los protocolos
conductuales las inyecciones se realizaron 24 h antes de la memoria a largo

plazo (Fig. 5).

A BA 42 soluble
o fibrilizada/ veh

Cirugia ,I II Sacrificio | IHQ o TH/MAP2 Estereologia

24h
5d
8d

B BA 42;:;iclirzada/
OLM
Canulacion | —Hf— H1 | H2 | H3 |ADO1 [ADQ2 MLP | Sacrificio
7d 24h
C BA 42 ﬁﬁ:;iclirzada/
MWM
Canulacion ,’/ ADQ1 | ADQ2 | ADQ3 | ADQ4 ™ MLP | Sacrificio
7d

Fig.5 Protocolo experimental. En el cuadro se resume el protocolo de experimentos
empleado para el desarrollo de esta tesis. A) Experimentos para la determinacion del
efecto de BA 42 sobre los axones catecolaminérgicos. B) Protocolo de evaluacion del
efecto de BA 42 sobre la evocacion de la tarea de localizacion de objetos (OLM). C)
Protocolo de evaluacion del efecto de A 42 sobre la evocacion del laberinto acuatico de
Morris (MWM). Las flechas rojas sefialan el momento de Ila administracion
intrahipocampal de la BA 42, BA scr o vehiculo. H1-3 se refiere a las habituaciones,
mientras que ADQ1-4 se refiere a las adquisiciones de la tarea y MLP a la prueba de
memoria de largo plazo.

6.4 Inmunohistoquimica contra TH y MAP2

Para confirmar el efecto de BA 42 sobre las fibras catecolaminérgicas y otras

fiboras presentes en CA1 del hipocampo se empled la técnica de
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inmunohistoquimica contra TH y contra la proteina asociada a microtubulos 2
(MAP2).

Se empled un protocolo de inmunohistoquimica que se llevo a cabo en 2 dias. El
primer dia se realizaron 3 lavados con buffer Trizma 0.1 M y NaCl 0.9% pH 7.4
(TBS 1X) por 10 min cada uno. Después, se lavé 3 veces con buffer 0.1 M
Trizma, NaCl 0.9% vy triton 0.1% pH 7.4 (TBST 0.1%) (cada lavado es de 10 min)
y se incubo con solucién de bloqueo (TBST 0.1% y BSA 3%) por 30 min. Los
anticuerpos primarios usados fueron el anticuerpo rabbit anti-B& (1:1000 ul,
Pel-Freez, Arkansas, U.S.A) y el anticuerpo mouse anti-MAP2 (1:200 ul,
Millipore, Darmstadt, Alemania); ambos fueron incubados a 4°C por 24 h. El
segundo dia se lavd 6 veces con TBS 1X, (cada lavado por 10min),
posteriormente se realizé una incubacion de 1 h con los anticuerpos secundarios
goat anti rabbit 1IgG Cy3 (1:400 uL, Millipore, Darmstadt, Alemania) y el
secundario goat anti Mouse IgG FITC (1:250 uL, Millipore, Darmstadt, Alemania).
Para finalizar, se agregé DAPI (300 nM, Waltham, Massachusetts, U.S.A.). El
montaje se realizd6 en portaobjetos silanizados (VWR, Leuven, Bélgica) con
medio de montaje Dako (Dako, U.S.A.).

6.5 Cuantificacion de la longitud de axones positivos a TH o MAP2 mediante
estereologia

La estereologia es una técnica mediante la cual se pueden obtener
descripciones cuantitativas de una estructura tridimensional a partir de medidas
realizadas en cortes de dicha estructura (imagenes en segunda dimension),
evitando la sub o sobreestimacion de densidades de volumen, area o numéricas.
Para llevar a cabo esta técnica la estructura de interés tiene que ser seccionada
de manera que todas las partes de ésta tengan las mismas probabilidades de
ser muestreadas (West, 2012).

Para la cuantificacion de las fibras de TH y MAP2 se empled la prueba de
SpaceBalls (sondas esféricas) del software Stereo Investigator®. Esta prueba

estereologica permite estimar la longitud de las fibras que hay en un
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determinado volumen a partir de un muestreo sistematico aleatorio realizado en
secciones distribuidas de manera uniforme en los planos X, Yy Z a lo largo de la
region de interés sin importar su forma u orientacion en el espacio (MBF

Bioscience, 2015).

El uso de esta prueba requiere de la seleccidn del tamano de la esfera o disector
y de la malla de conteo. Cada esfera integra las areas muestreadas en Z dentro
de la malla de conteo que se tiene a lo largo de la region de interés (Fig. 6 ). Las
secciones de tejido o cortes a muestrear deben estar separados entre si por una
periodicidad determinada. Ademas, se mide el grosor de cada seccidn

muestreada.

4rea de muestreo

disector

grosor

didmetro

Fig 6. Cuantificacion de la longitud de axones por estereologia. A) En la imagen se
ejemplifica como el disector o esfera cruza los axones en los diferentes planos (X,Y,Z2)
en las secciones de tejido (modificado de West, 2018) B) area de interés seleccionada
sobre la que se tiene la malla de disectores o esferas. C) ejemplo de conteo de fibras
que cruzan el disector o esfera a determinado plano Z.

En este trabajo se cuantificaron los axones positivos a TH y a MAP2 en CA1 del
hipocampo (region AP -2.48 a -3.28 mm); (Atlas, 2009). El tamafio de la malla
fue de 150x150 ¥ m, el numero de cortes que se contd fue de 5, con una
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periodicidad de 5 y el coeficiente de Gundersen en todos los casos fue menor a
0.12.

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

mientras que para la cuantificacion se empled un objetivo 60x.

Unicamente se cuantificaron las fibras cuya sefial positiva a TH y MAP2 tocaba
los bordes de la esfera de conteo como se muestra en la Fig. 6C

Las fotografias representativas de cada estructura se tomaron en el microscopio
confocal LSM800 (Zeiss, Oberkochen, Alemania) de la Unidad de Microscopia
del IFC, el cual esta equipado con laseres LD y luz ultravioleta. Cada imagen con
un area de 1024 x 1024 um. Posteriormente se les procesé con el software

Image J (NIH) para transformarlas en imagenes de 16- bits y darles color.

6.6 Memoria de Localizacion de Objetos .
i) Objetos y aparatos.

Se emplearon 4 objetos construidos de bloques (Lego®, México), 2 idénticos
entre si denominados robot y 2 idénticos entre si denominados edificio. Los
objetos se colocaron dentro de dos cajas de madera cuadradas de 33 cm x
30 cm; el piso de éstas se cubrid con aserrin durante el desempefio de la
tarea. También se afnadié una clave espacial de 4 x 28 cm que consistié de
rayas verticales negras pintadas sobre fondo blanco (cada raya mide 1.5 cm
de ancho). La clave espacial se coloco dentro de la caja en una pared a 2
cm del piso (Fig. 7)
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Fig 7. Objetos y aparatos de la tarea de localizacion de objetos (OLM). A la
izquierda se muestra un esquema de la caja en la que se llevd acabo la tarea. A la
derecha se muestran los objetos empleados en dichas pruebas. Legos superiores
edificios y legos inferiores robots (Violante Soria, 2014).

Con la finalidad de reducir sesgos debidos a preferencia por algun objeto, se
balanceo la eleccion de éstos y sus ubicaciones. Es decir, que los cuatro objetos
ocuparon todas las configuraciones posibles dentro de la arena en la que se

llevod a cabo la tarea.

BA 42/BA scr

ADQ OLM ADQ OLM MLP OLM

R g 24 h R = 24 h R

10 min 10 min 10 min

Fig 8. Protocolo para la tarea de localizacion de objetos (OLM). Durante la fase de
habituacion se permite a los sujetos explorar un contexto 3 dias seguidos. El cuarto dia
se realiza la fase de adquisicion de OLM (ADQ OLM) durante la cual se presentan dos
objetos al raton. Al siguiente dia, en una segunda adquisicion, se presentan los mismos
objetos. Finalmente, se realiza la prueba de memoria de largo plazo, en la que uno de
los objetos de desplaza a una ubicacidon novedosa. Cada dia se permite a los sujetos
explorar el contexto o los objetos por 10 minutos.

iif) Protocolo de localizacion de objetos.

El protocolo de OLM empleado consistio en 3 fases: la habituacion, la
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adquisicidén y la memoria a largo plazo o evocacion. La primera consistio en
3 dias durante los cuales se introdujo al sujeto a una de las cajas (contexto)
durante 10 minutos; con el fin de que el contexto se volviera familiar. Durante
la segunda fase, denominada adquisicion, se introdujo en la caja un par de
objetos diferentes que el sujeto nunca antes habia visto (por ejemplo, robot y
edificio). A cada sujeto se le dieron 10 minutos para explorar los objetos. En
la ultima fase, denominada memoria a largo plazo, uno de los objetos se
desplaz6 a una ubicacion novedosa. Al igual que en las fases anteriores, a
cada sujeto se le dieron 10 minutos para explorar los objetos. Entre cada
acceso a la caja que tiene el sujeto pasan 24 horas (Fig. 8).

La adquisicién y la prueba de memoria a largo plazo fueron videograbadas
con camaras digitales HD modelo ¢270 (Logitech, California, U.S.A) para su

posterior analisis.

Para considerar que el roedor esta explorando un objeto su cabeza debe
estar orientada hacia los objetos y a una distancia menor a 2 cm. Si el sujeto
muerde el objeto, no orienta su cabeza hacia este o sélo pasa a su alrededor
no se considera que esté explorando el objeto (Violante Soria, 2014).

iii) Indice de reconocimiento

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

siguiente ecuacion:

OA OB

IR = A+ 08 = 04+0B

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

Para obtener el IR de la memoria a largo plazo se reescribe la ecuacion
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anterior como:

_ OF _ ON
" OF+ON’ OF +ON

IR

donde OF es el total de tiempo de exploracion del objeto familiar en
centésimas de segundo, ON es el total de tiempo de exploracion del objeto
con localizacion novedosa en centésimas de segundo y OF+ON es el tiempo
total de exploracion del OF mas el tiempo total del tiempo de exploracion del
ON.

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

6.7 Laberinto acudtico de Morris.

Una de las tareas conductuales mas utilizadas para evaluar la memoria espacial
en modelos animales es el MWM, en el cual los animales deben encontrar una
plataforma sumergida en una tina de agua mediante claves espaciales (Morris,
2008).

i) Aparatos

Se uso6 de una tina circular de 110 cm de diametro y 64.4 cm de alto con
una plataforma blanca de 13.2 x 13.2 cm. Se llend la tina con agua a
20°C hasta que la plataforma quedd sumergida 1 cm y se agregoé pintura
blanca para que la plataforma no fuera visible. Al igual que en la tarea de
OLM se colocaron claves visuales para que el raton pudiera orientarse
al estar dentro de la tina, estas claves consistieron en una cruz y un
cuadrado dentro del laberinto y del experimentador sentado en el mismo
punto durante todos los ensayos y la memoria a largo plazo.
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ii) Protocolo del Laberinto acuatico de Morris.

El protocolo de entrenamiento del MWM consta de 4 dias de
entrenamiento separados por 24 h cada uno y una prueba de memoria a

largo plazo (24 h después de finalizado el cuarto dia de entrenamiento).

Cada dia de entrenamiento consta de 4 ensayos en los que se permite al
sujeto nadar en la tina con agua y pintura blanca desde diferentes
posiciones (1 a 4). La finalidad es que el sujeto encuentre la plataforma
sumergida. Se mide el tiempo de latencia que tarda el sujeto en llegar
desde cada posicion a la plataforma; el tiempo no debe pasar de 60 s
(Fig. 9).

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

Al igual que las prueba de OLM, la prueba fue videograbada con camaras
digitales HD modelo ¢270 (Logitech, California, U.S.A) para su posterior

analisis.
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BA 42 fibrilizada/

BA scr
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Canulacién ,’ ,’ ADQ1 | ADQ2 | ADQ3 | ADQ4 ”re MLP | Sacrificio
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Fig 9. Protocolo para Laberinto Acuatico de Morris (MWM). Se dan 4 dias de
entrenamiento en los que el ratén entra en diferentes posiciones al laberinto (sefialadas
por los numeros en cuadros), y desde las cuales debe aprender a localizar la
plataforma. Una vez terminados los entrenamientos se dejan pasar 24 h y se lleva a
cabo la prueba de memoria a largo plazo (MLP) y el sacrificio del roedor.

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

El analisis de los videos obtenidos del MWM se realiz6 a través del plug in
Animal tracker del software Image J (NIH), en el que se calibraron los
pixeles con respecto al tamafo de la tina en la que se realizé el MWM. En
este caso cada 5 pixeles corresponden a aproximadamente 1 cm. El
software permite cuantificar la latencia al primer cruce en el sitio donde
estuvo situada la plataforma, el numero de cruces por dicho sitio y el
tiempo de permanencia en el cuadrante donde estuvo la plataforma o
blanco. También se determinaron la velocidad media de nado y la

distancia recorrida en 60 s.
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6.8 Sacrificio.

En los experimentos para determinar el efecto temporal de la inyeccion de A
42, el sacrificio se realiz6 a las 24 h, 5 dias y 8 dias tras la cirugia. En el caso de
los experimentos conductuales, el sacrificio se realizé una hora después de la

prueba de memoria de largo plazo.

En los animales que no se evaluo un protocolo conductual y a los que se les
aplico la prueba OLM, se empled una sobredosis de pentobarbital soédico via i.p.
para el sacrificio. La perfusion se realizé de manera intracardiaca con SSI 0.9%,
seguido de paraformaldehido (PFA) al 4% a pH 7.4. Tras esto, se extrajo el
cerebro de los sujetos y se almacend en PFA 4%, por 24 h. Para la etapa de
criopreservacion, los cerebros se almacenaron en sacarosa 30% a 4°C por 24 h.
Se realizaron cortes coronales de 40 um de todo el cerebro y se recuperaron las
rebanadas correspondientes al area de interés para su posterior proceso

mediante inmunohistoquimica.

6.9 Anadlisis estadistico.

Para determinar el efecto de la longitud de axones positivos a TH y MAP2 a
diferentes tiempos y determinar si existian diferencias significativas en las
adquisiciones durante el MWM se emplearon pruebas de ANOVA de medidas
repetidas de 2 vias con Fisher LSD como post hoc.

En el caso de la tarea de OLM se emplearon pruebas de t de Student de dos
colas para evaluar si el indice de reconocimiento es diferente de 0.5 en las
adquisiciones y prueba de memoria a largo plazo. Para determinar si habia
diferencias en el tiempo total de exploracion de la tarea de OLM se empled una t

de Student independiente de dos colas.

Para el analisis de las diferentes variables evaluadas en la prueba de memoria a
largo plazo de la tarea de MWM (incluidas la velocidad de nado y la distancia
recorrida) se empleo una prueba de ANOVA de 1 via, con Fisher LSD como post

hoc. La misma prueba fue empleada para determinar si existian diferencias entre
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la longitud de los axones positivos a TH tras las prueba de memoria de MWM.

Se considero un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo. El analisis
estadistico se llevo a cabo utilizando el programa GraphPad Prisma 6.0
(GradphPad Software). Todos los datos se presentan como la media + error
estandar.

7. Resultados.

7.1 Efecto temporal de la administracion de A soluble y fibrilizada sobre las
fibras catecolaminérgicas del hipocampo.

Con la finalidad de evaluar el impacto neurotoxico temporal de la administracion
de oligdbmeros de bajo peso molecular y fibrillas en el hipocampo dorsal, sobre
los axones catecolaminérgicos del hipocampo, se administraron dos soluciones
denominadas fA42 soluble y BA42 fibrilizada.

La cuantificacion por estereologia de la longitud de las fibras positivas a TH se
realiz6 a las 24 horas (Fig.10B), 5 (Fig.10C) y 8 dias (Fig.10D) de la
administracion de las diferentes soluciones de PA42. Para determinar si esta
administracion induce un efecto estadisticamente significativo se llevo a cabo un
analisis de varianza de dos vias y una prueba de Fisher's LSD como post hoc.
Este analisis mostr6 que el tratamiento tiene un efecto estadisticamente
significativo sobre la longitud de las fibras positivas a TH (F221=10.58 ,
P=0.0007) y que ambas soluciones (fA42 soluble y pA42 fibrilizada) disminuyen
la longitud de estas fibras de manera significativa respecto al vehiculo tanto a las
24 horas como a los 5 dias; sin embargo esta diferencia se pierde a los 8 dias.
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SSI BA soluble BA fibrilizada

24 h

5 dias

y
20um

Fig11. Efecto de la administracion de BA42 soluble y fibrilizada sobre las fibras
catecolaminérgicas a diferentes tiempos. A) Imagenes representativas de las
terminales catecolaminérgicas en CA1, 24 horas tras la administracion de los diferentes
tratamientos (SSI, pA42 soluble y BA42 fibrilizada). B) imagenes representativas de las
terminales catecolaminérgicas en CA1, 5 dias después de la administracién de los
diferentes  tratamientos. C) imagenes representativas de las terminales
catecolaminérgicas en CA1, 8 dias después de la administracion de los diferentes
tratamientos.

Para poder evaluar el impacto de la administracion de una solucién de fA42

soluble o fibrilizada sobre otro tipo de fibras que no fueran las terminales
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catecolaminérgicas del hipocampo se decidio evaluar la longitud de las fibras de
MAP2 en CA1 a las 24 horas (Fig.11A), 5 (Fig.11B) y 8 dias (Fig.11C).

No se encontré disminucion significativa de la longitud de fibras positivas a
MAP2 a ninguno de los tiempos evaluados (Fig. 12 )(F2s= 1.351, P=0.3123).
Todo esto acorde a una ANOVA de 2 vias con Fisher LSD como post hoc.

Debido a que el mayor efecto de disminucion de fibras catecolaminérgicas se
observd 24 h después de la administracion de PA fibrilizada, se decidio
administrar ésta solucion para evaluar los efectos en la evocacion de las tareas
de OLM y MWM.
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SSl BA soluble BA fibrilizada

24h

5 dias

8 dias

Fig 11. Efecto de la administracion de BA42 soluble y fibrilizada sobre las fibras
positivas a MAP2 a diferentes tiempos. A) imagenes representativas de las
terminales positivas a MAP2 en CA1 tras la administracion de los diferentes
tratamientos (SSI, BA42 soluble y BA 42 fibrilizada) 24h. B) imagenes representativas de
las terminales positivas a MAP2 en CA1 después de la administracion de los diferentes
tratamientos con pA42 a 5 dias. C) imagenes representativas de las terminales positivas
a MAP2 en CA1 después de la administracion de los diferentes tratamientos con pA42 a
8 dias.
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Fig12. Cuantificaciones del efecto de la administracion de PBA42 soluble y
fibrilizada sobre las fibras positivas a TH y MAP2 a diferentes tiempos. A)
cuantificacién de la longitud de las fibras positivas a TH y MAP2 en CA1después de la
administracion de los diferentes tratamientos con pA42 soluble y fibrillizada a diferentes
tiempos (24 h, 5y 8 dias). * p<0.05. ** p<0.01.

7.2 Efecto de la administracion de A sobre la evocacion de una tarea de
OLM.

El sistema catecolaminérgico juega un papel importante en la codificacion de la
novedad contextual por lo que se decidié evaluar el efecto de la administracion

de BA fibrilizada y BA scr en la evocacion de la tarea de OLM de animales.

Durante las adquisiciones de la tarea de OLM, previas a la administracion de fA
scr o fibrilizada, ambos objetos son identificados con una localizacion familiar
acorde a una t de Student independiente) tanto en la primera adquisicion
(t6=0.3207, p= 0.7593, BA scr) (t9=0.6708, p= 0.5192, BA 42) como en la
segunda (16=0.2595, p= 0.8039, BA scr) (19=0.6940, p= 0.5052, A 42) (Fig.13B
y C). Sin embargo, en la prueba de memoria a largo plazo 24 h después de la
administracion de ambos péptidos, unicamente los sujetos a los que se les
administré BA scr fueron capaces de identificar la localizacibn novedosa como
sefala la prueba de t de Student independiente (t6=6.148, p=0.008); no fue asi
en el caso de los ratones administrados con BA fibrilizada (t9= 1.446, p= 1.822)

(Fig. 14 B).

Los tiempos de exploracion total de ambos grupos no fueron estadisticamente
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diferentes durante las adquisiciones 1 (115=0.7217, p=0.4816) y 2 (t115=0.4915,
p=0.6302) (Fig.13D y E) y memoria a largo plazo (115=0.8772, p=0.3933) de la
tarea de ORM acorde a una prueba t de Student independiente (Fig. 14 C).

A BA 42/BA scr
ADQ 1 ADQ 2 MLP OLM
= G | = | 5 =
10 min 10 min 10 min
B 1.0+ ADQ1 c 10- ADQ 2
0.8 0.8
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Fig.13. Adquisicion 1 Y 2 (ADQ1/ADQ2) de la tarea de OLM (Object Location
Memory). A) Diagrama del protocolo de OLM. B) ADQ1 de OLM. Se muestra el indice
de reconocimiento (IR) de los objetos E y R para el grupo BA scr (n=7) y el grupo Ap
fibrilizada (n=10). C) ADQ2 de OLM. Se muestra el IR de los objetos E y R para el grupo

BA scr (n=) y el grupo AP fibrilizada (n=). D) tiempo total de exploracion de ADQ1. E)
tiempo total de exploracion de ADQ 2.
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Fig 14. Prueba de memoria a largo plazo (MLP) de la tarea de OLM (Object
Location Memory). A) Diagrama del protocolo de OLM. B) Prueba de MLP 24 h
despues de la ADQ2 y la inyeccion AP scr o BA fibrilizada. Se muestra el indice de
reconocimiento (IR) de los objetos con localizacién familiar (OLF) y localizacion
novedosa (OLN) para el grupo BA scr (n=7) y el Ap fibrilizada (n=10). C) tiempo total de
exploracion de MLP. * p<0.05.

7.3 Efecto de la administracion de BA sobre la evocacion de una tarea de
memoria espacial.

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion de pA42 fibrilizada sobre la
memoria a largo plazo de una tarea de memoria espacial se realizé un protocolo
de MWM. Durante las adquisiciones de la tarea (previas a la inyeccion del
péptido), se observa claramente que todos los sujetos tanto, intactos como
canulados, tienen un buen desempefio, tendiendo a disminuir su latencia de

llegada a la plataforma cada dia (Fig.15B).
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Una hora después de la ultima adquisicion, los ratones canulados fueron
divididos en dos grupos: BA scr y PA42 fibrilizada para la administracion
intrahipocampal con dichos péptidos. La prueba de memoria a largo plazo se
realizé a las 24 horas después. Los ratones a los que se les administro fA42
fibrilizada tienen una mayor latencia que los ratones intactos o los administrados
con BA scr. Esto acorde a un analisis de ANOVA de 1 via con Fisher como post
hoc (P=0.4317, F22s= 0.8658) (Fig. 15C).
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Fig 15. Prueba de laberinto acuatico de Morris (MWM) en ratones administrados con
BA42 fibrilizada al termino de las adquisiciones. A) Protocolo empleado para evaluar el
efecto de pA42 en la evocacion del MWM. B) Curva de aprendizaje de la adquisicion del
MWM. C) Latencia al escape de la memoria a largo plazo. D) Numero de cruces en la
prueba de memoria de largo plazo. E) Tiempo que pasan los ratones en el cuadrante
blanco (en el que estuvo la plataforma). Los * representan diferencias contra el intacto,
+ representa diferencias contra A scr. * o + p<0.05 y ** p<0.01.

Ademas el numero de cruces por el lugar donde se encontraba la plataforma

37



durante los ensayos también se ve afectado por la administracion
intrahipocampal de BA42 fibrilizada como lo determina una prueba de ANOVA de
1 via y post hoc Fisher LSD (P=0.0110 F25=5.320) (Fig.15D). También se
midié el tiempo que todos los grupos de animales pasaron en el cuadrante
blanco (donde estuvo la plataforma durante la adquisicién). Acorde a los analisis
estadisticos los ratones intactos y BA scr pasan mas tiempo en el cuadrante
blanco que los ratones que fueron administrados con BA42 fibrilizada (P=0.0067,
F2.28 =6.014) (Fig.15E).
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Fig.16. Distancia recorrida y velocidad media de la prueba de laberinto acuatico de

Morris (MWM) en ratones administrados con BA42 fibrilizada al termino de las
adquisiciones. A) Distancia recorrida en cm. B) Velocidad de nado media en cm/s.

Durante la prueba de memoria se midi6 la distancia recorrida (P=0.1102,
F228=2.389) (Fig.16A) y la velocidad promedio de nado (P=0.3600, F225=1.060)

(Fig.16B) de todos los animales; esto para descartar que el numero de cruces se
viera disminuido debido a algun problema motor.

38



7.4 Efecto de la administracion de A sobre las fibras catecolaminérgicas del
hipocampo previo a la evocacion de la tarea de MWM

También se evalué el impacto de PA fibrilizada sobre las terminales
catecolaminérgicas del hipocampo tras la prueba de memoria de largo plazo de
la tarea de MWM (Fig17). No se encontré disminucion significativa de los axones
entre los grupos intacto y PA scr, sin embargo, si existe una diferencia
significativa entre los grupos intacto y BA scr respecto al grupo administrado con

BA fibrilizada antes de la evocacion.
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Fig.17. Fotografias y cuantificacion del efecto de la administracion de BA42
fibrilizada sobre las fibras positivas a TH. A) Fotografias representativas de las fibras
catecolaminérgicas en diferentes condiciones evaluadas; intacto, scramble (BA scr) y
Beta amiloide (BA42). B) Cuantificacion de la longitud de las fibras positivas a en CA1
en las diferentes condiciones después de la memoria a largo plazo del MWM. * indica
diferencias entre intacto y A 42. + indica diferencias entre A scry pA 42. *** p<0.001.
++ p<0.01.
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8. Discusion.

8.1 Efecto temporal de la administracion de A soluble y fibrilizada sobre las

fibras catecolaminérgicas del hipocampo.

En los ultimos afios la cantidad de reportes que sefalan al exceso del BA como
el responsable del deterioro cognitivo y pérdida de memoria vinculados a la EA
han aumentado. Diferentes evidencias experimentales sefalan que el circuito
que va del VTA al hipocampo se ve afectado desde etapas tempranas de la EA;
esto es importante dado que se propone que este circuito neuronal juega un
papel importante en la codificacion de informacion novedosa y el establecimiento

de trazos de memoria a largo plazo (Cordella et al., 2018; Nobili et al., 2017).

Como se menciond en la introduccion la mayoria de los dafios implicados en la
sinapsis mediados por A comienzan antes de la acumulacion del péptido en
placas, por lo que muchos grupos de investigacion han recurrido no solo estudiar
a los modelos transgénicos para la EA, sino también a modelos de toxicidad de
BA (Sharma et al., 2016; Zussy et al., 2011b). La administracion de BA, ya sea
en el parénquima o de forma interventricular, es uno de los modelos que
permiten estudiar de forma aguda el dafio que el péptido amiloide tiene sobre
diferentes sistemas de neurotransmision y sobre la memoria. Este modelo tiene
la ventaja de que otros factores como la Tau hiperfosforilada no estan implicados
por lo que se puede determinar si los efectos negativos se deben a la toxicidad
del pA o no.

En los experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis encontramos
que la administracion intrahipocampal de pA42 disminuye de manera
significativa las fibras catecolaminérgicas tras 24 h de administracion, esto
concuerda con la literatura, ya que se ha reportado que tanto inyecciones de
oligomeros de BA como modelos transgénicos de la EA que acumulan BA

presentan pérdida de inmunoreactividad a TH en la corteza insular (Guzman-
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Ramos et al., 2012; Moreno-Castilla et al., 2016) y el hipocampo (Cordella et al.,
2018; Liu et al., 2008; Nobili et al., 2017). A pesar del evidente efecto negativo
que tiene el BA sobre las terminales catecolaminérgicas, no hay estudios que
evaluen como se encuentran la integridad de estas fibras dias después de la
administracion aguda del péptido BA 42. Por lo que en este trabajo decidimos
realizar una curva temporal de 3 tiempos para evaluar si los efectos neurotdxicos
de BA se mantenian después de 24 horas. Los tiempos evaluados fueron 24 h, 5
y 8 dias, observandose una diminucién significativa a las 24h, que se mantiene
por 5 dias pero no a los 8 dias.

Debido a que algunos reportes sefialan que la administracion del péptido pre
incubado in vitro para generar fibrillas genera déficits cognitivos mas
pronunciados que la administracién del A soluble (Delobette et al., 1997; Zussy
et al., 2011b), decidimos probar si una solucién de fibrillas de BA tendrian un
mayor impacto sobre las terminales catecolaminérgicas del hipocampo. Como se
puede observar en la Fig.12A, la longitud de las fibras catecolaminérgicas es
menor cuando se administra una solucion del BA 42 fibrilizada respecto a la
soluble. A pesar de no haber encontrado diferencias entre el A soluble y
fibrilizado a ninguno de los tiempos evaluados, decidimos que el resto de los
experimentos se realizaran con la solucion de BA 42 fibrilizada, por ser la que

mostraba mayor efecto toxico sobre los axones catecolaminérgicos.

De sumo interés es la recuperacion observada de las fibras catecolaminérgicas a
los 8 dias de haber sido inyectado el péptido BA 42 fibrilizado. Hasta ahora no
existen otros reportes que hayan evaluado la toxicidad de la administracion
intrahipocampal de BA 42 sobre las fibras catecolaminérgicas después de 24 h.
En modelos transgénicos de la EA la presencia de oligobmeros de BA en el
hipocampo resulta en la pérdida de terminales catecolaminérgicas y se asocia
con la degeneracion de somas del VTA (Liu et al., 2008; Nobili et al., 2017). Sin
embargo, estos animales producen continuamente el péptido desde que son

muy jovenes pues tienen insertas mutaciones para la sobreproduccion vy
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agregacion del BA, lo que mantiene el efecto toxico y de disminucion de la
longitud de las fibras por largos periodos de tiempo. Al respecto, en modelos de
administracion exogena de oligomeros de PA se ha reportado que la
incorporacion de un marcador retrogrado a las fibras expuestas al pA se ve

afectado a las 24 h de la administracion (Moreno-Castilla et al., 2016).

La morfologia de las fibras tras la administracion intrahipocampal con pA 42 es
diferente a la de las fibras tras la administracion de el vehiculo, de manera que la
longitud de las fibras es una de la variables que mas se ve afectada, esto de
acuerdo con reportes en pacientes con EA donde se sefala que ademas de la
disminucién en frecuencia de las terminales inmunoreactivas a TH, también se

aprecian axones mas cortos y con signos de distrofia (Booze et al., 1993).

Para poder discernir si los axones catecolaminérgicos se veian mas afectados
que otros por la administracion del A intrahipocampal, decidimos cuantificar las
fiboras positivas a MAP2. Esta proteina participa en el ensamblaje de
microtubulos en las neuronas, por lo que es un buen marcador no especifico de
filamentos o axones. Nuestros resultados de cuantificacion por estereologia
sefialan que no hay diferencias entre la cantidad de fibras positivas a MAP2 tras
la administracion de BA soluble o fibrilizada a ninguno de los tiempos medidos.
Estos resultados sugieren que los axones catecolaminérgicos son especialmente

sensibles al efecto toxico de BA.

8.2 Efecto de la administracion de BA sobre la evocacidon de una tarea de
OLM.

Como se mencion6 en la introduccién, el empleo de tareas de memoria de
reconocimiento es importante para la evaluacién de déficits cognitivos o de
memoria en modelos animales debido a que implican el uso de estructuras del
I6bulo temporal medial; las cuales se ven severamente afectadas en demencias

como la EA (Vogel-Ciernia et al., 2014).

La memoria de reconocimiento tiene dos componentes esenciales; el juicio de la
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familiaridad/ novedad y el componente contextual. Hay evidencias de que estos
componentes son procesados de manera diferencial entre las diferentes
estructuras del I6bulo temporal medial, siendo el juicio de la familiaridad/novedad
procesado mayormente por las cortezas perirrinal e insular y el componente
contextual por el hipocampo (Balderas et al., 2008). Generalmente en el caso de
el reconocimiento de objetos per se, se emplea la tarea de ORM y cuando hay
cambios contextuales/espaciales la tarea de OLM. Debido a que Ila
administracion de fibrillas de BA 42 se realizé en el hipocampo decidimos

emplear la tarea de OLM.

El hipocampo es una estructura clave en la formacion de memorias y es de las
primeras areas que se ven afectadas por la patologia de la EA. Este dafio se ha
propuesto como la principal causa en la pérdida de memoria episddica (Nobili et
al., 2017). Por otro lado, se ha descrito que tanto la DA como la NE son
importantes durante la evocacién de una tarea que evalua el componente
contextual de la memoria de reconocimiento en el hipocampo (Moreno-Castilla et
al., 2017). Por lo que decidimos evaluar si la administracion intrahipocampal de
BA fibrilizada, al generar la pérdida de terminales catecolaminérgicas, podia

tener implicaciones en el correcto desempefio de una tarea de OLM.

Nuestros resultados arrojan que los ratones que fueron administrados con BA 42
fibrilizada 24 h antes de la evocacién, y una hora después de la adquisicidn, no
son capaces de detectar un cambio conformacional en una configuracion
contextual familiar (Fig.14B). Lo que se asemeja a los resultados obtenidos por
Moreno-Castilla en 2017, en cuyo trabajo la administracion de, 6-
hidroxidopamina, una neurotoxina selectiva a las terminales catecolaminérgicas,
impide la codificacion de nueva informacion contextual. A la luz de estas
evidencias relacionamos los déficits en la memoria observados en los ratones
administrados con el péptido fibrilizado con la pérdida de terminales
catecolaminérgicas del hipocampo, lo cual lleva a una deficiente liberacion de
DA y NE al momento de la evocacion de una tarea que apela al componente

contextual de la memoria de reconocimiento; a su vez esto se relaciona con
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alteraciones en la plasticidad sinaptica asociadas a un pobre aprendizaje o
pérdida de memoria (Moreno-Castilla et al., 2016; Nobili et al., 2017).

8.3 Efecto de la administracion de A sobre la evocacion de una tarea de
memoria espacial.

Existen multiples reportes que sefalan que la integridad del hipocampo es
necesaria para el desempeno de tareas de memoria espacial. Algunos estudios
sefalan que lesiones en esta estructura del I6bulo temporal suelen resultar en un
aprendizaje pobre o en un mal desempefo en tareas de memoria como el MWM
(von Bohlen und Halbach et al., 2006; Cho et al., 1998; Morris et al., 1982). En
cuanto a la importancia de la integridad del sistema catecolaminérgico se ha
reportado que la liberacion de DA en el hipocampo es crucial para la atencién
requerida durante tareas de memoria espacial (Kempadoo et al., 2016). Ademas,
algunos estudios en ratones transgénicos para la EA con un mal desempefio en
la tareas espaciales, mejoran su desempefio tras ser tratados con un precursor
de DA (Ambrée et al., 2009) o agonistas dopaminérgicos (Himeno et al., 2011).
Esto sefala la importancia de la correcta liberacion de catecolaminas durante el
aprendizaje de tareas espaciales.

Por otro lado, algunos estudios sefialan que la administracion intraventricular de
BA 42 y BAzs32 que ha sido incubada in vitro y forma agregados tipo fibrillas
genera déficits cognitivos mas pronunciados que la administracion del péptido
soluble, tanto en la adquisicion como en la memoria a largo plazo de la tarea de
MWM. Con base en esto, decidimos administrar PA fibrilizado de forma
intrahipocampal tras la ultima adquisicién del MWM. Aunque los ultimos reportes
sefalan que la actividad de los receptores D1/D5 promueve el aprendizaje de
tareas espaciales, decidimos evaluar el efecto del BA sobre la evocacion debido
a que nuestros datos que sefialan que las catecolaminas son necesarias para la
codificacion de la novedad contextual; y la remocién de la plataforma durante la

memoria a largo plazo en el MWM califica como un cambio en el contexto.

Nuestros resultados muestran que una sola inyeccion de BA 42 fibrilizado tras la
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cuarta adquisicion afecta la memoria a largo plazo. Como se aprecia en la
Fig.15C todos los grupos tienen una tendencia a disminuir su latencia a la
plataforma a lo largo de los 4 dias de entrenamiento; todo esto previo a las
administraciones de BA scr o fibrilizado. Sin embargo, al terminar las
adquisiciones y ser administrados con la solucion del péptido fibrilizado, los
ratones no fueron capaces de evocar la localizacion de la plataforma de forma
correcta. En la Fig.15D se muestra claramente como los ratones ratones intactos
y los animales administrados con el BA scr poseen un mayor numero de cruces y
una latencia menor que los ratones administrados con el A 42 fibrilizado. Dado
que los animales no fueron administrados con el A 42 fibrilizado sino hasta una
hora después de la ultima adquisicion, consideramos que el proceso de
consolidacion no se esta viendo afectado y por lo tanto las diferencias en el
desempefio durante la prueba de memoria a largo plazo sugieren un
impedimento en la evocacion de la memoria asociado al dafo que el pA 42

induce sobre a las terminales catecolaminérgicas del hipocampo.

8.4 Efecto de la administracion de A sobre las fibras catecolaminérgicas del
hipocampo previo a la evocacidon de la tarea de MWM

En este trabajo se decidi6 evaluar el impacto de la administracion de BA 42
fibrilizado en el hipocampo tras la cuarta adquisicion. Como se muestra en la
Fig.17, la longitud de los axones catecolaminérgicos se ve disminuida tras la
administracion del BA fibrilizado, esto coincide con el mal desempefio en la
prueba de memoria de largo plazo de la tarea de MWM. La disminucion es
bastante similar a la encontrada tras 24h de administracion de BA 42 fibrilizada
(Fig.12A) en animales sin protocolo conductual. Como se puede observar, la
administracion de BA scr parece tener un efecto sobre la longitud de las fibras
TH+, sin embargo, la disminucion en la inmunoreactividad de estos axones no es
diferente a la de un sujeto administrado con SSI o intacto. Hasta ahora se
reporta que PA scr tiende a formar agregados tipo fibrilla pero su efecto

citotoxico es menor (Vadukul et al., 2017).
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Entre los trabajos que han evaluado la susceptibilidad de diferentes tipos de
axones a la acumulacion de BA se menciona que las fibras catecolaminérgicas
probablemente son mas susceptibles a la toxicidad de PA debido a su longitud;
las fibras positivas a TH sufren mas dafio en comparacion con los axones
colinérgicos que suelen ser axones mas cortos, o que podria sugerir que parte
del mecanismo téxico es generar fallas en el transporte retrogrado.

Finalmente, aunque nuestros experimentos sefialan que parte de los efectos de
dafo cognitivo y pérdida de memoria en la EA son mediados por la toxicidad del
BA sobre el sistema catecolaminérgico, aun queda por esclarecer el mecanismo
mediante el cual la acumulacién del BA genera la pérdida de axones positivos a
TH. Aunque se ha establecido una clara correlacion entre la disfuncion del
sistema catecolaminérgico debido a la acumulacién de A en modelos de la EA,
aun no se tiene claro porque hay areas del cerebro mas susceptibles a la
patologia que otras. Por ejemplo, algunos reportes muestran que la pérdida de
somas en modelos transgénicos de la EA se da unicamente en el VTA y no en
otros nucleos catecolaminérgicos como el locus coeruleus (LC) y la substancia
nigra (Nobili et al., 2017); mientras que otros reportes indican que hay pérdida de
somas catecolaminérgicos tanto en el LC como en el VTA, pero no en la
substancia nigra (Liu et al., 2008). La degeneracion de los somas del VTA y el
LC son eventos tardios en la patologia desarrollada por los modelos
transgénicos de la EA. Esto es debido a que degeneracion de las neuronas
catecolaminérgicas comienza en los axones presentes en las areas a las que
proyectan estos nucleos y coincide con la presencia de oligomeros de A (Liu et
al., 2008; Nobili et al., 2017).

Aunque hasta ahora no hay una explicacion de porque las neuronas de la
substancia nigra son resistentes a la patologia de la EA, es de especial interés el
hecho de que las areas del cerebro a las que proyecta este nucleo no muestran
las marcas histopatolégicas clasicas de la EA. Respecto a esto, se ha reportado
que las catecolaminas pueden inhibir la agregacion del BA (Huong et al., 2010;

Ono et al.,, 2013) y disgregarla (Li et al., 2004), por lo que tal vez al ser el

46



estriado una zona rica en DA se encuentre protegido de la patologia amiloide.

Con estas evidencias del impacto negativo que tiene el BA sobre el sistema
catecolaminérgico, la plasticidad cerebral y el desempefio cognitivo es de vital
importancia continuar con los estudios de toxicidad del PA. Nuestros datos
sefalan que puede existir una ventana terapéutica de recuperacion del sistema
catecolaminérgico. Esto a su vez se suma a los diferentes reportes de mejora
cognitiva en pacientes y modelos de la EA tras recibir tratamientos basados en

mejorar la neurotransmision catecolaminérgica.

9. Conclusiones

De los experimentos realizados en este trabajo se puede concluir que la
administracion intrahipocampal aguda del PA42 fibrilizado tiene un efecto
negativo mayor sobre la longitud de los axones catecolaminérgicos en la region
de CA1 del hipocampo al de la administracion de pA42 soluble. Esto a su vez

afecta la evocacion de tareas de memoria de reconocimiento.

10. Perspectivas

Los resultados de la administracion temporal de diferentes soluciones de BA 42
sefalan la pérdida de la longitud a TH en los axones catecolaminérgicos desde
las 24 h hasta los 5 dias de administracion del BA. Sin embrago, dias después,
alrededor de los 8 dias, la longitud de las fibras se recupera, porque seria
interesante definir si el fendbmeno observado se debe a la retraccion parcial del
axén catecolaminérgico o mas bien es producto de la pérdida de
inmunoreactividad a TH. Debido a que esto ultimo implicaria que el axén esta
intacto y que el dafo realizado por la toxicidad del péptido BA es reversible en
algun punto, seria interesante realizar experimentos que nos permitieran
determinar la integridad de los axones catecolaminérgicos a los 8 dias. Ademas,
seria interesante explorar la integridad de la maquinaria de sinapsis de los
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axones catecolaminérgicos y de los axones de otros sistemas de
neurotransmision para determinar si la susceptibilidad del sistema

catecolaminérgico es mayor o igual a la de los otros sistemas.
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