OAD NACIONAL AUTON
\\\\\‘MS\ ONADAF i

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

EFECTO DE LA INHALACION DE PENTOXIDO DE VANADIO (V205) SOBRE LA
MEMORIA'Y ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO EN ESTRUCTURAS
CEREBRALES RELACIONADAS CON LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS

PRESENTA:

Claudia Dorado Martinez

Tutor principal:
Dra. Maria Rosa Avila Costa FES Iztacala, UNAM
Miembros del Comité Tutor:
Dra. Sofia Yolanda Diaz Miranda Instituto de Neurobiologia, UNAM
Dr. José Luis Ordofiez Librado FES Iztacala, UNAM

Los Reyes Iztacala, EDOMEX, enero 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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






El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Neuromorfologia, FES Iztacala
UNAM, apoyado por el proyecto PAPIIT-DGAPA-UNAM: IN216821.



AGRADECIMIENTOS:

A mi tutora la Dra. Maria Rosa Avila Costa por compartir sus ideas conmigo, por su cuidadoso y apasionado
apoyo en la construccion de este trabajo.

A mis co-asesores la Dra. Sofia Diaz Miranda y el Dr. José Luis Orddfiez por brindarme su invaluable
orientacion y su opinion experta.

A la Dra. Nuri Aranda y a la Coordinacion de la Maestria en Ciencias (Neurobiologia) por todo el apoyo en la
realizacion de mis estudios de maestria.

Por el apoyo econémico a CONACYT.

A la UNAM, siempre tendré un puma en el corazon.

DEDICATORIA:
A mi madre, por su mirada llena de amor que me ha abrazado toda la vida.
A mi padre, por ensefiarme a disfrutar la vida y a estar presente.
A Alfredo, mi compariero de vida y de camino.
A Santiago, por compartir conmigo tu deseo constante de ir por caminos diferentes.
A Sebastian, por tu finisima logica que te hace un interlocutor maravilloso.
A Alfonso y Rodolfo, por estar siempre cerca.
A Adriana y Connie, tenerlas es una de las mayores bendiciones de mi vida, gracias por tanto.
A mis sobrinos, que son sin duda, lo mas brillante de lo Dorado.
A mis cufiados y a los Valero, por formar esta hermosa familia.
A mis compafieros de laboratorio, muchas gracias por todo el apoyo.

A mis amigos muchas gracias por todos los cafés, los suefios compartidos, la musica, la solidaridad y las
platicas, pero sobre todo; el amor.

Muchas gracias a todos, me sé muy afortunada de tenerles en mi vida.



indice

1. INTRODUCCION
2. ANTECEDENTES
2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1.1. Desarrollo de la enfermedad
2.1.2 Signos y sintomas
2.1.3. Factores de riesgo
2.1.4. Factores protectores
2.1.5. Factores genéticos

oo

2.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y ESTUDIOS DE IMAGEN 7
2.3 ESCALAS CLINICAS 9
2.4 REDES Y NUCLEOS NEURONALES AFECTADOS EN LA EA 11
2.5 PRINCIPALES VIAS ANATOMICAS EN LA FORMACION HIPOCAMPAL 12
2.5.1 ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS Y ANATOMIA FUNCIONAL COMPARADA 13

2.6. ALTERACIONES HISTOLOGICAS Y MOLECULARES 15
26.1.BA 15
2.6.2. CAA 16
2.6.3. TAU 17
2.6.4.NFTs 21
2.6.5. Cuerpos de Hirano, activacién de la glia, pérdida neuronal de sinapsis y espinas dendriticas 22
2.7. TEORIA COLINERGICA 23
2.8. MODELOS ANIMALES 24
2.9. PRUEBAS CONDUCTUALES 26
2.10. CONTAMINACION AMBIENTAL Y VANADIO 26
2.11. VANADIO - UN EFECTO BIFASICO 27
2.12. PENTOXIDO DE VANADIO 30
2.13. TOXICIDAD DE V205 30
2.14. HIPERFOSFORILACION (HIPERVANADILACION) DE TAU 33
3. JUSTIFICACION 35
4. HIPOTESIS 35
5. OBJETIVOS 35
6. ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES 36



10.
1.
12.
13.

RESULTADOS
7.1 CONDUCTA

7.2 ANALISIS MORFOMETRICO
7.2.1 HIPOCAMPO
7.2.2 SUBICULUM
7.2.3. CORTEZA ENTORRINAL
7.2.4. AMIGDALA
7.2.5. CORTEZA FRONTAL
DISCUSION

LIMITACIONES

CONCLUSIONES

PERSPECTIVAS

LITERATURA CITADA

ANEXO (Standard Operating Procedure)

42

42

45
45
50
54
59
64
7

74
74
75
76
87



Abreviaturas

BBB
CAA

CDR
CERAD
DCL
EA

EAe

EAf

GSH
ROS
NT
PHF
IRM
NFT

V705
PET
MTP

PA
APP

MAPs

RMNf
SOP
SOD
TDP43
%

Barrera hematocerebral (en inglés brain blood barrier)
Angiopatia amiloide cerebral (en inglés Cerebral Amyloid
Angiopathy)

Escala clinica de demencia (en inglés Clinical Dementia Rating)
Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
Deterioro cognitivo leve

Enfermedad de Alzheimer

Enfermedad de Alzheimer de inicio tardio o esporadica (en inglés
LOAD Late Onset Alzheimer Disease)

Enfermedad de Alzheimer de inicio temprano o familiar (en
inglés EOAD Early Onset Alzheimer Disease)

Glutatién

Especies reactivas de oxigeno

Filamentos de neuropilo (en inglés Neuropil Threads)
Filamentos helicoidales pareados

Imégenes de resonancia magnética

Marafias neurofibrilares intracelulares (en inglés Neuro Fibrillary
Tangles)

Pentoxido de vanadio

Tomografia de emision de positrones

Poro de transicion de permeabilidad de la membrana mitocondrial
Proteina beta-amiloide

Proteina precursora amiloidea (en inglés Amyloid Precursor
Protein)

Proteinas de unién a microtubulos o (en inglés Microtubule
Associated Proteins)

Resonancia magnética funcional

Standard Operating Procedure

Superéxido Dismutasa

TAR DNA-binding protein 43

Vanadio

Vi



Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la patologia neurodegenerativa mas comin a nivel mundial, se ha
reportado que aproximadamente 15 millones de personas padecen esta enfermedad, la incidencia anual
aumenta 0.5% en personas de 65 afios y 8% en personas de 85 afios; aunque se describié hace mas de 100
afios y se estan realizando muchas investigaciones sobre esta patologia, ha sido dificil encontrar un modelo
animal que replique todas las caracteristicas del proceso neurodegenerativo del Alzheimer. Experimentos
previos en nuestro laboratorio han demostrado que la exposicién cronica al pentdxido de vanadio (V20s) en
ratas causa cambios morfolégicos y de comportamiento similares a los observados en la EA. El objetivo principal
de este trabajo es caracterizar los cambios morfoldgicos y conductuales que se presenten en las ratas
expuestas a la inhalacién de V205 como un posible modelo de la EA. Para ello, 40 ratas Wistar macho se
dividieron aleatoriamente en dos grupos control y dos grupos experimentales (n = 10) con un peso inicial de
180-200 gr. Los grupos experimentales fueron expuestos a V205 0.02M durante 1 h, 3 veces a la semana,
durante 6 meses, después de la exposicion de 6 meses, un grupo experimental, y un grupo control fueron
dejados en recuperacion durante 6 meses. Para medir los cambios de comportamiento, los cuatro grupos fueron
entrenados en la prueba del laberinto en T que evalUa la memoria espacial y una prueba de campo abierto
durante 10 minutos. Todos los grupos fueron evaluados una vez al mes durante 6 o doce meses. Para medir
las alteraciones histoldgicas en CA1, el subiculum, la corteza entorrinal, la amigdala, y la corteza frontal, se
hicieron la tincion de Rojo Congo y las impregnaciones de Bielschowsky y Golgi para realizar el anlisis
morfométrico. Los resultados de memoria muestran deterioro en el grupo expuesto a V»0s, que no se revierte
después de los 6 meses de recuperacion. Durante la prueba de campo abierto, se observaron diferencias en el
patron de locomocion del grupo experimental; la actividad motora disminuy6 (menos lineas cruzadas) mientras
que el estado de congelacién aumentd. La tincion de rojo Congo y la impregnacion de Bielschowsky mostraron
que las neuronas afectadas tienen las mismas caracteristicas morfologicas que las neuronas de los pacientes
con EA, (es decir, las células afectadas tienen forma de "flama"), y se observan estructuras similares a las
marafias neurofibrilares (NFT) y a las placas neuriticas. Al hacer una comparacion entre las cinco estructuras
de los datos obtenidos del analisis morfométrico, observamos que la estructura que sufri6 mayor dafio por la
exposicion a V,0s fue el hipocampo, las estructuras donde observamos mayor pérdida neuronal, fueron el
hipocampo y la corteza frontal. En CA1 esta disminucion en el nimero de neuronas, esta asociada con la
acumulacion de NFT y con la disminucion en la densidad de espinas dendriticas. En corteza frontal (CxFr) la
disminucién neuronal se asocia con NFT y con proteina beta-amiloide (BA). En subiculum encontramos dafio
relacionado con NFT y con BA. En corteza entorrinal y amigdala (CxEnt y Amg) se observo dafio relacionado
con BA. Las alteraciones observadas producto de la inhalacion crénica a V205 nos permiten proponer un modelo
de la EA inducida que causa alteraciones de la memoria espacial y la conducta motora, acumulacién de BA en
endotelio vascular y en las neuronas piramidales de la corteza frontal y entorrinal y asi como acumulacion de
NFT intraneuronal en neuronas piramidales en CA1y subiculum y pérdida de espinas dendriticas. También hay
disminucién en el nimero de neuronas en corteza y CA1, estas alteraciones no son reversibles después de 6
meses todo lo cual es compatible con un estadio Braak IV de la EA.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative pathology worldwide, it has been reported
that approximately 15 million people suffer from this disease, the incidence annually increases 0.5% in 65 year
old people and 8% in 85 year olds; although it was described more than a 100 years ago and there is a lot of
research being done about this pathology, it has been difficult to find an animal model that replicates all the
characteristics of the neurodegenerative process of Alzheimer's. Previous experiments in our laboratory have
shown that chronic exposure to vanadium pentoxide in rats causes morphological and behavioral changes like
those seen in AD. The main objective of this work is to characterize the morphological and behavioral changes
that occur in rats exposed to the inhalation of V,0s as a possible model of AD. To this end 40 male Wistar rats
were randomly divided into two control and two experimental groups (n = 10) with an initial weight of 180-200
gr. The experimental groups were exposed to V,050.02M for 1 h, 3 times a week, for 6 months, after 6-month
exposure one experimental and one control groups were leaved in a 6-month recovery phase. To measure
behavioral changes, the four groups were trained in the T-maze test that assesses spatial behavior and an open
field test for 10 mins. All groups were evaluated once a month for 6 or twelve months. To measure the histological
alterations in CA1, the subiculum, the entorhinal cortex, the amygdala, and the frontal cortex, the Congo Red
stain and the Bielschowsky and Golgi impregnations were performed for morphometric analysis. Memory results
show deterioration in the group exposed to V,0s, which does not recover after 6 months of recovery. To measure
histological alterations, after 6 or 12 months of inhalation, frontal and entorrinal cortex, CA1, subiculum and
amygdala, underwent Congo red or argentic Bielschowsky impregnation and were analyzed. Memory results in
the T-maze show memory impairment since the group had been exposed for three months to V,0s. During the
open field test, differences were observed in the locomotion pattern of the experimental group. Motor activity
decreased (less lines crossed) while freezing increased. Congo red staining and Bielschowsky impregnation
showed that the affected neurons have the same morphological characteristics as the neurons of AD patients,
(i.e., the affected cells are "flame-shaped"), and structures similar to neurofibrillar tangles and neuritic plaques
are observed. When making a comparison between the five structures of the data obtained from the
morphometric analysis, we observed that the structure that suffered the greatest damage from exposure to V
was the hippocampus, the structures where we observed the greatest neuronal loss were the hippocampus and
the frontal cortex. In CA1 this decrease in the number of neurons is associated with the accumulation of NFT
and with the decrease in the density of dendritic spines. In CxFr neuronal decline is associated with NFT and
BA. In subiculum we found damage related to NFT and BA. In CxEnt and Amg we found damage related to BA.
Our conclusions are that chronic inhalation of V205 is a model of induced AD that causes alterations of spatial
memory and motor behavior, accumulation of BA in vascular endothelium and pyramidal neurons of the frontal
and entorhinal cortex and accumulation of intraneuronal NFT in pyramidal neurons in CA1 and subiculum and
loss of dendritic spines. A decrease in the number of neurons in the cortex and CA1 is observed, these
alterations are not reversible after 6 months all of which is compatible with a Braak IV stage of AD.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la patologia neurodegenerativa de mayor prevalencia a nivel mundial, se ha
reportado que aproximadamente 15 millones de personas la presentan, la incidencia aumenta 0.5 % anual en
personas de 65 afios y 8 % en personas de 85 afios (Igbal & Grundke-Igbal, 2007; Praticd D & Delanty, 2000).
En México mas de 350000 personas estan afectadas por la EA y mueren por ella anualmente 2030 pacientes
(INNN, 2017). Algunos de los sintomas clinicos mas significativos son: pérdida de la memoria, desorientacion
en tiempo y espacio, colocar objetos en lugares erroneos, cambios de humor y/o comportamiento (Igbal et al.,
2005). La demencia es un sindrome clinico caracterizado por el deterioro progresivo de dos 0 mas dominios
cognitivos, incluyendo la memoria, el lenguaje, la funcién ejecutiva y viso espacial, la personalidad y el
comportamiento, lo que provoca la pérdida de capacidades para realizar actividades instrumentales y/o basicas
de la vida diaria. La EA es, con mucho, la causa mas comun de demencia y representa hasta el 80% de todos
los diagndsticos de demencia. Esta enfermedad se caracteriza, patolégicamente por la acumulacion
extraneuronal de proteina BA en forma de placas y la agregacién intraneuronal de la proteina Tau en forma de
marafas neurofibrilares.

2. ANTECEDENTES

Las principales caracteristicas histolégicas de esta patologia se basan en la presencia de placas neuriticas, también
llamadas placas seniles (difusas y clasicas) en el espacio extracelular; estas placas estan compuestas
principalmente por BA, proteoglicanos, apolipoproteina €4, citocinas y derivados de la a-sinucleina (Alonso et
al., 1994), asi mismo se presenta degeneracion neurofibrilar intraneuronal de la proteina Tau (fosfoproteina que
promueve el ensamblaje y mantiene la estructura del citoesqueleto). Se ha reportado que la hiperfosforilacion
de esta proteina altera la estructura de los microtubulos, provocando que no se polimerice adecuadamente el
citoesqueleto, lo que conlleva a que los sistemas celulares de transporte anterégrado y retrégrado se
interrumpan, provocando que la proteina Tau se acumule de manera anormal en el citoplasma, originando los
filamentos helicoidales pareados (PHF) (Igbal et al., 2005). En tejido de pacientes que presentaron la EA, se ha
mostrado la hiperfosforilacién anormal de la proteina Tau, lo anterior es una de las principales causas de la
muerte celular, por lo que la funcién de esta proteina esta regulada por el grado de fosforilacion (Alonso et al.,
1994; Igbal et al., 2005; Lindwall & Cole, 1984).

Ahora bien, los modelos animales que se han desarrollado para el estudio de la EA se basan principalmente en la
administracion estereotaxica de farmacos como el acido iboténico, antagonistas colinérgicos como
escopolamina, oligomeros de proteina B-amiloide, cultivo de células y animales transgénicos (LaFerla & Green,
2012; Neff, 2019). Sin embargo, ninguno de ellos replica las caracteristicas neurodegenerativas crénicas y
progresivas de la enfermedad en humanos.

Por otro lado, el vanadio (V) es un metal de transicion que pertenece al grupo V de la tabla periédica, esta ampliamente
distribuido en la naturaleza; se encuentra en productos derivados del petrleo y se emplea para fabricar
aleaciones, piezas para automoviles y pinturas (INCHEM, 2001). Quimicamente presenta varios estados de
oxidacién (1* a 5%), reportandose que el pentoxido de vanadio (V20s) es el mas toxico para las células (Barceloux
& Barceloux, 1999). EI V puede entrar al organismo por ingestion, inhalacion y por via parenteral, siendo la ruta
de la inhalacién la mayor via de entrada (Barceloux & Barceloux, 1999; Nechay, 1984). Una vez que el V se
encuentra en la sangre se une a la transferrina y la albimina para ser transportado hacia todos los tejidos, en
el cerebro se acumula el 5 % (Nechay, 1984). Se ha reportado que el V entra a las células a través de receptores
aniénicos, y ya en el interior celular reacciona con la NADPH-oxidasa para generar vanadato y, a través de la
reaccion de Fenton genera radical hidroxilo (OH-) e ion hidroxilo (OH-') (Liochev & Fridovich, 1990; Nechay,
1984; Stern et al., 1993), asi mismo el vanadato puede reaccionar con el O, molecular para generar (ion



peroxido) Oy~ y (peroxido de hidrégeno) H20; (Liochev & Fridovich, 1990; Nechay, 1984). Se ha reportado que
el V, por su estructura se comporta como fosforilasa Barceloux & Barceloux, 1999; Morinville et al., 1998;
Mukherjee et al., 2004; Nechay, 1984). Ademas, se ha descrito que el vanadato inhibe la tirosina fosfatasa
incrementando los residuos fosforilados de p-Tyr-Ser, la expresion de la proteina G p21 RAS relacionandose
con el inicio del estrés oxidativo (Capella et al., 2002; Capella et al., 2007). Mas aun, se ha reportado que
ratones expuestos a la inhalacion de V,0s presentan alteraciones en la polimerizacion de la tubulina alterando
la estructura de los microtubulos en el parénquima y mesénquima testicular. Parece que V205 puede interactuar
con proteinas citoesqueléticas, como los filamentos de actina, inhibiendo la polimerizacion (Mussali-Galante et
al., 2005); fosforila a la tubulina modificando la polaridad por lo que altera el citoesqueleto (Ramirez et al., 1997).
En ratas, la administracién oral de V induce cambios en la actividad motora y el aprendizaje (Barth et al., 2002;
Sanchez et al., 1998). La administracion i.p. de V (5+) diariamente por una semana a ratas, aumenta los niveles
de peroxidacion de lipidos en cerebelo e hipocampo (Garcia et al., 2004; Garcia et al., 2005). Nuestro grupo
mostré que ratones expuestos a la inhalacién de V.0s (0.02M) una hora, dos veces por semana presentan
pérdida de espinas dendriticas, necrosis y alteraciones en el neuropilo de CA1, dichos cambios se correlacionan
con alteraciones en la memoria espacial (Avila-Costa et al., 2006); mas auln, nuestro grupo demostré que la
inhalacion de V»0s (0.02M) produce alteraciones de la barrera hematocerebral (BBB) (las alteraciones
morfoldgicas incluyeron pérdida de cilios, desprendimiento de células y desprendimiento de la capa celular
ependimaria) permitiendo libre circulacién del V hacia el tejido nervioso (Avila-Costa et al., 2005).
Recientemente, en nuestro laboratorio realizamos un estudio piloto en donde se expusieron ratas a la inhalacion
de V205 (0.02M), una hora dos veces por semana por seis meses, encontrandose que aumenta de manera
significativa el numero de neuronas hiperfosforiladas (Tau-Ser?2) en el hipocampo CA1 con respecto al grupo
control a las 16 y 32 inhalaciones, asi mismo utilizando la tincién argéntica de Bielschowsky se encontraron
células intensamente argirofilicas con forma de flama en neuronas del hipocampo semejantes a las reportadas
en tejidos de pacientes con EA (fig. 1) (Montiel-Flores et al., 2021). Y, mediante la prueba conductual del tablero
perforado encontramos evidencias de que hay alteracion significativa de la memoria de trabajo (datos no
publicados).

Figura 1. Fotomicrografias representativas con la tincion de Bielschowsky de CA1 del hipocampo a 100X, la figura A corresponde al grupo control, la figura B
corresponde a los cambios observados en el grupo expuesto a V20s durante 6 meses donde se observan células intensamente argiréfilicas con la tipica
forma de flama (flechas), y NFT (cabeza de flecha) (Montiel-Flores et al. 2021).

El V205 al interactuar con proteinas citoesqueléticas, altera la formacion y funcién de microtubulos. Lee (2015) reportd
que la polimerizacién de la actina en la formacion del citoesqueleto determina la morfologia de las dendritas y
las espinas (Lee, 2015). Por lo anteriormente expuesto consideramos que la inhalacion de V20s puede provocar
alteraciones importantes en el citoesqueleto de las neuronas en estructuras cerebrales relacionadas con la EA,
como el hipocampo, el subiculum y la corteza entorrinal y que por lo tanto existan alteraciones de la memoria
espacial. Por lo que hemos observado con la tincion de Bielschowsky, las neuronas afectadas presentan las



mismas caracteristicas morfologicas que las neuronas de los pacientes con EA, es decir, las células afectadas
tienen forma de “flama” y se observan estructuras parecidas a las marafias neurofibrilares, y a las placas seniles
formadas por acumulos de BA es probable que encontremos correlacién entre los cambios de la memoria
espacial y las alteraciones histopatologicas del hipocampo, subiculum, la corteza entorrinal, la amigdala y la
corteza frontal.

2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Aunque el concepto de demencia ha existido durante siglos, es a principios del siglo pasado que se describié por primera
vez un sindrome clinico particular y los cambios neurodegenerativos asociados al mismo. En 1907, el médico
Aldis Alzheimer describié cuidadosamente los sintomas de una mujer de 51 afios, Auguste Deter, que estaba
bajo su cuidado en el asilo estatal en Frankfurt Alemania la descripcién de Alzheimer es la primera
caracterizacion neuropsicolégica de la enfermedad:

"Su memoria esta seriamente deteriorada. Cuando se le muestran objetos, los nombra correctamente, pero casi
inmediatamente después lo ha olvidado todo. Al hacer una lectura, salta de una linea a otra o lee deletreando
las palabras individualmente, o pronunciandolas en forma que pierden sentido. Por escrito, repite silabas
separadas muchas veces, omite otras y descompone las frases. Al hablar, rellena huecos con algunas
expresiones parafraseadas ("vertidor de leche" en lugar de taza); a veces es obvio que no puede sequir una
conversacion. Claramente, ella no entiende ciertas preguntas. Ella no recuerda el uso de algunos
objetos."(Alzheimer, 1907).

Cuando Auguste Deter muri6, Alzheimer utilizé la recién descubierta técnica argéntica de Bielschowsky para examinar
microscopicamente el cerebro, observando placas neuriticas, marafias neurofibrilares y angiopatia amiloidea
que se convertirian en caracteristicas de la enfermedad que ahora lleva su nombre (Bondi et al., 2017).

Aunque la demencia se asocia con mas de 70 patologias que provocan disfuncion cerebral, la EA es la causa de
demencia mas comn y representa aproximadamente la mitad de todos los casos. En 1968 el grupo de Blessed
mostré una correlacién entre el grado de patologia en el cerebro, con el rendimiento en pruebas cognitivas
estandarizadas poco antes de la muerte de los pacientes (Blessed et al., 1968), este fue el primer estudio que
vinculd fuertemente las caracteristicas clinicas de la EA con los cambios cerebrales patoldgicos que Alzheimer
habia descrito (Bondi et al., 2017).

Los estudios neuropsicologicos de demencia y EA hasta los 70s se limitaron en gran medida a la demencia presenil (con
inicio antes de los 65 afios). Los estudios del grupo de Edgar Miller mostraron que la caracteristica conductual
principal de la EA presenil es un trastorno de la memoria reciente que no llega a integrarse en memoria de largo
plazo (Miller, 1971; Miller, 1975), estos primeros estudios prepararon el escenario para innumerables estudios
que examinaron la naturaleza del deterioro cognitivo Bondi et al., 2017).

Un cambio importante en el estudio de la demencia ocurrié en 1976 cuando Robert Katzman analizd datos que
mostraban que la demencia tipo Alzheimer (DTA) senil y presenil eran histopatolégicamente idénticas y sugirié
que, basandose en datos epidemioldgicos, la EA era la cuarta causa de muerte en los ancianos (Bondi et al.,
2017). A partir de entonces, la DTA pas6 de ser una condicién relativamente rara a un problema de salud
publica. En el DSM-III (Cooper & Michels, 1988), se afinaron los criterios diagnosticos para la demencia. Albert
y colaboradores (1974) se refirieron al patron de disfuncién cognitiva, observado en pacientes con paralisis
supranuclear progresiva, como "demencia subcortical" caracterizada por olvido, lentitud de los procesos de
pensamiento, personalidad alterada con apatia o depresién, y capacidad deteriorada para manipular el
conocimiento adquirido, cambios cognitivos similares se observaron en pacientes con enfermedad de



Huntington. Otros estudios delinearon mas las diferencias cualitativas entre los déficits cognitivos asociados
con demencias "corticales y subcorticales" (Bondi et al., 2017).

A nivel clinico, inicialmente la EA cursa con un deterioro cognitivo leve que se agrava con el progreso de la enfermedad
hasta que llega un punto en el que el paciente no es capaz de hacerse cargo de si mismo. La EA se caracteriza
por un periodo preclinico asintomatico muy largo, durante el cual se producen alteraciones a nivel molecular
(DeTure & Dickson, 2019), por lo que uno de los retos con respecto a la EA es su diagnéstico temprano, antes
de que esos signos preclinicos se hagan irreversibles. Las alteraciones neuropatoldgicas incluyen atrofia en la
formacion hipocampal, en areas corticales temporal y frontal, y dilatacion de los ventriculos laterales, a nivel
microscopico se observan alteraciones en diversos nicleos, incluyendo el hipocampo, la neocorteza y algunas
regiones subcorticales. Aldis Alzheimer describié dos elementos neuropatol6gicos especialmente distintivos de
la EA: placas neuriticas y marafias neurofibrilares intracelulares (NFT, del inglés neurofibrillary tangle)
(Alzheimer, 1907). Existen otras alteraciones secundarias frecuentes, como restos de neuritas distréficas y los
hilos o filamentos de neuropilo (NT del inglés neuropil threads), asi como la microglia activada y los astrocitos
reactivos, y otras menos frecuentes, como la aparicion de los cuerpos de Hirano, la degeneracion granulo-
vacuolar y la angiopatia amiloide. Ademas, la EA suele cursar con otras alteraciones moleculares, como
alteraciones en las proteinas a-sinucleina y TDP43 (TAR DNA-binding protein 43) (DeTure & Dickson, 2019).

Desarrollo de la enfermedad

Las sensaciones, movimientos, pensamientos, recuerdos y sentimientos son el resultado de sefiales electroquimicas
que pasan a través de miles de millones de neuronas, que se comunican constantemente entre si a través de
impulsos eléctricas que viajan por los axones, causando la liberacion de mensajeros quimicos a las neuronas
vecinas; astrocitos y microglia eliminan los desechos y ayudan a mantener las neuronas saludables (Holtzman
et al., 2012). El proceso neurodegenerativo en la EA se establece por la acumulacion de la proteina Tau
hiperfosforilada que forma NFT y los BA que se acumulan formando placas en el tejido neural. La acumulacion
de NFT y placas BA no son los Unicos factores implicados en la EA, el dafio vascular altera la irrigacion y
nutricion del tejido neural, la inflamacion crénica activa a la microglia, y los astrocitos reaccionan a la microglia
activada. Se ha reportado una correlacion inversa entre la gravedad de la demencia en la EA con una
disminucién en la neurotransmision colinérgica, con el tiempo las neuronas pierden la capacidad de
comunicarse (Hampel et al., 2018). A medida que las neuronas mueren, comenzando en el hipocampo, las
personas pueden experimentar pérdida de la memoria, problemas en la toma de decisiones o problemas de
lenguaje, gradualmente disminuye la capacidad de razonar, recordar, tomar decisiones y funcionar de forma
independiente (Holtzman et al., 2012).

Signos y sintomas de la EA

Los problemas de memoria suelen ser uno de los primeros signos de deterioro cognitivo relacionado con la EA. Algunos
pacientes desarrollan deterioro cognitivo leve (DCL), en el que las personas tienen mas problemas de memoria
de lo comdn para su edad, pero sus sintomas no interfieren con su vida cotidiana, el DCL también se ha
relacionado con problemas insomnio y anosmia. Se han hecho investigaciones sobre el uso de biomarcadores
para detectar cambios tempranos en los cerebros de las personas con DCL y EA (Fig. 2) (Drew, 2018).
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Figura 2. Esquema que muestra la progresion temporal de patologia de la EA y su relacién con algunos biomarcadores: las placas BA y NFT aparecen en
un momento donde no hay deterioro cognitivo, mas tarde hay deterioro cognitivo leve con cambios morfolégicos en el cerebro y deterioro en la memoria,
y al final demencia acompafiada de deterioro funcional en aumento. El inicio del proceso fisiopatoldgico empieza alrededor de 20 afios antes del
diagnostico (Tomado y modificado de Drew, 2018) hitps:/media.nature.com/w800/magazine-assets/d41586-018-05718-5/d41586-018-05718-
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Factores de riesgo

La edad avanzada no causa la EA, pero es el factor de riesgo conocido mas importante para el desarrollo de la patologia,
el niumero de personas con EA se duplica aproximadamente cada cinco afios después de los 65, algunos
cambios relacionados con la edad como atrofia de ciertas partes del cerebro, inflamacién, dafio vascular,
produccion de radicales libres y alteracion del metabolismo energético intracelular pueden dafiar las neuronas
y afectar a otros tipos de células cerebrales para contribuir al dafio presente en la EA (Mayeux & Stern, 2012).
Los factores de riesgo incluyen principalmente enfermedades preexistentes como diabetes, cardiovasculares
infecciones virales, estilos de vida poco saludables y exposiciones a contaminantes ambientales (fig. 3). La
hipertension y la diabetes aumentan el riesgo de padecer EA a través de un "doble impacto" que genera dafio
cerebrovascular afiadido, (Mayeux & Stern, 2012).

Factores protectores

Es fundamental aumentar la reserva cognitiva, principalmente a través de la educacién formal y la interaccién social. La
evidencia epidemioldgica sugiere que la educacion y la actividad fisica protegen contra la EA, una dieta variada,
balanceada, frugal y rica en antioxidantes (dieta MIND), sociabilizar, suefio suficiente y actividad intelectual son
factores protectores que ayudan a las personas a mantenerse saludables a medida que envejecen
disminuyendo el riesgo de deterioro cognitivo y EA (fig. 3.) (Mayeux & Stern, 2012).



Figura 3. Factores de riesgo (izquierda) obesidad, enfermedad cardiovascular, tabaquismo, hipertensién, diabetes, traumatismo craneoencefalico y factores

protectores (derecha) ejercicio, dieta antiinflamatoria y antioxidante, educacion, actividades recreativas (hecho con BioRender), basado en Mayeux &
Stern, 2012.

Factores genéticos

Hay dos tipos principales de EA: la familiar (<5% de los casos diagnosticados) y la esporadica (>95% de los casos

diagnosticados). La EA familiar (EAf o EOAD Early Onset Alzheimer Disease, en inglés) es hereditaria y aparece
a una edad temprana (entre 40 y 57 afios aproximadamente) (fig. 4). La esporadica (EAe o LOAD Late Onset
Alzheimer Disease, en inglés) no tiene un componente hereditario dominante como la familiar y aparece
generalmente a edades mas avanzadas (después de 62 afios) (fig. 4). Ambos tipos de EA comparten el mismo
patrén anatomico-patologico y clinico (Bekris et al., 2010). Los estudios de asociacion genética han identificado
mas de 20 genes de riesgo, estos genes, relativamente comunes confieren sélo un pequefio aumento en el
riesgo, pero cuando se combinan casi pueden duplicar la frecuencia de casos. Hay otros genes de baja
frecuencia que confieren un riesgo relativamente alto de EA y al conocer su funcion proporcionan informacion
sobre la patogénesis. Tener una variante del gen de la apolipoproteina E (ApoE) en el cromosoma 19 aumenta
el riesgo de una persona de padecer EAe. El gen ApoE €2 es relativamente raro y puede proporcionar cierta
proteccién contra la enfermedad. ApoE €3, el alelo mas comln, se cree que juega un papel neutro en la
enfermedad, Apoe €4 aumenta el riesgo de padecer EA y también se asocia con una edad mas temprana de
aparicion de la enfermedad (Tanzi, 2012). Tener uno o dos alelos Apoe €4 aumenta el riesgo de desarrollar EA.
Las tres mutaciones de un solo gen asociadas con EAf son: Proteina precursora amiloidea (APP) en el
cromosoma 21 (cromosoma triplicado en el sindrome de Down), Presenilina 1 (PSEN1) en el cromosoma 14 y
Presenilina 2 (PSEN2) en el cromosoma 1. Estas mutaciones son parte de un proceso que genera acumulacion
de placas de BA, sello distintivo de la EA (fig. 4) (Tanzi, 2012).
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Figura 4. Diagrama que muestra las variantes genéticas asociadas con la EA. APP, PSEN1 y PSEN2 son mutaciones con un patrén autosémico dominante
asociado con la EAf. APOE y SORL1 son variantes asociadas con ambas, EAfy EAe. APP esta localizada en el cromosoma 21, triplicado en sindrome
de Down (SxDx). La clusterina (CLU), la proteina ensamblada a clatrina unida a fosfatidil inositol (PICALM), el receptor 1 del componente del complemento
(CR1), y la proteina integradora de enlace 1 (BIN1) son variantes asociadas con EAe (Modificado de Tanzi, 2012).

2.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y ESTUDIOS DE IMAGEN

Aunque el resultado imagenologico macroscépico del cerebro no es el “estandar de oro” para el diagnostico de la EA,
un patron simétrico tipico de atrofia cortical, que afecta predominante la parte medial de los Idbulos temporales
respetando las cortezas motora primaria, sensorial y visual, se considera altamente sugestivo de EA, como
resultado de este patron de adelgazamiento cortical se observa dilatacion de los ventriculos laterales (Whitwell,
2018). El hipocampo es una de las primeras regiones cerebrales afectadas en la EA, el hipocampo esta
relacionado con la memoria, la navegacion espacial, la memoria espacial y la inhibicion de algunas conductas;
el dafio del hipocampo puede provocar pérdida de memoria y dificultad para construir nuevas memorias
(Whitwell, 2018). Los estudios de morfometria cerebral utilizando imégenes de resonancia magnética (IRM) se
consideran un método valido para evaluar el estado de la enfermedad su progresidn, muchos estudios de IRM
se han basado en mediciones de volumenes de regiones cerebrales particulares, especificamente del
hipocampo (fig. 5) y la corteza entorrinal que muestran cambios histopatolégicos en las etapas iniciales de la
EA, este patrén es estereotipico y se puede reconocer temprano en el curso clinico de la enfermedad. El
deterioro cerebrovascular, generalmente en forma de enfermedad oclusiva de vasos pequefios, causado por
hipertension cronica y otros factores de riesgo vascular es una afeccién que, con frecuencia acompana el
envejecimiento en general y a la EA en particular (Josephs et al., 2017; Serrano-Pozo et al., 2011).
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Figura 5. Curvas de pérdida de volumen del hipocampo a lo largo del tiempo para individuos con EA con y sin proteina TDP-43 en hipocampo. Las tasas
de atrofia del hipocampo son méas rapidas en individuos TDP-43+ (proteina nuclear critica para la sobrevida de las células nerviosas) con mayores tasas
de atrofia observadas aproximadamente una década antes de la muerte. Tomado de (Josephs et al., 2017).

Estudios de RMf (resonancia magnética funcional) muestran la relacion entre atrofia e hipo metabolismo entre nlcleos
cerebrales involucrados en la EA (fig. 6) (Chételat, 2018). La aplicacion de la “teoria de grafos”, (que consiste
en el estudio de la actividad bioeléctrica cerebral mediante el registro electroencefalografico realizado tanto a
participantes sanos como enfermos (Salcines-Gémez, 2021)), a la investigacion de la EA mediante RM
estructural es prometedora porque la patologia de Tau progresa en todo el cerebro de manera estereotipada,
lo que sugiere que las propiedades de conectividad también pueden cambiar de manera ordenada en el
transcurso de la enfermedad y pueden tener utilidad diagndstica y prondstica; las mediciones cuantitativas de
la atrofia cerebral durante meses o afios obtenidas de IRM estructurales seriadas (fig. 6) puede rastrear la
progresion de la enfermedad y evaluar el efecto terapéutico de los tratamientos modificadores de la enfermedad
que, potencialmente proporcionan una alternativa objetiva y mas robusta que las medidas neuropsicoldgicas
convencionales (Matsuda, 2016).

Figura 6. Esquema que muestra la relacion entre atrofia e hipo metabolismo entre niicleos cerebrales involucrados en EA. Estudios de imagen que muestran
que la atrofia en el hipocampo (rojo) es parcialmente responsable de la alteracion de la sustancia blanca (la via perforante en azul y el fasciculo uncinado
en amarillo) (1) responsables del hipo metabolismo en el cingulo posterior (verde) y la corteza orbital frontal media (lila y verde claro) (2). Tomado de
(Chételat, 2018).

Los estudios de neuroimagen molecular basados en ligandos de imagenes de tomografia por emision de positrones
(PET) que se unen con alta afinidad a las proteinas Tau y BA, indican que la degradacién de Tau esta
estrechamente relacionada con los sintomas clinicos y los marcadores de neurodegeneracion y conectividad
funcional en la EA, los datos también confirman que la acumulacion de BA precede a la deposicion de Tau y
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parece tener relacion con su desarrollo. Sin embargo, estas relaciones estan fuertemente modificadas por la
edad, es probable que las personas con EAe tengan diferentes mecanismos fisiopatoldgicos en comparacion
con personas que sufren EAf (fig. 7) (Whitwell, 2018).

Factores de riesgo genéticos y ambientales
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Figura 7. Modelo propuesto por Chetalat (2018) que muestra la relacién entre las manifestaciones generadas por la alteracion en el plegamiento de

proteinas con la manifestacion de la EA, y la relacién de algunos biomarcadores con las manifestaciones neuromorfolégicas de la EA. Tomado y
modificado de Chételat, 2018.

2.3 ESCALAS HISTOPATOLOGICAS Y CLINICAS

Escala Clinica de Braak. En la tabla 1 se observa la representacion del avance de la patologia de Tau segin lo
describieron Heiko y Eva Braak en 1991, quienes propusieron seis estadios que explican la progresion clinico-
patolégica de la EA (Braak & Braak, 1991) en funcién de la localizacion y densidad de NFTs, empleando el

anticuerpo AT8 (Phospho-Tau (Ser202, Thr205) Monoclonal Antibody) ver Tabla | (adaptada de Braak et al.,
2006).



Tabla I. Escala Histopatolégica-Clinica de Braak.

| 1l CORTEZA ENTORRINAL Y TRANSENTORRINAL

Regién transentorrinal
\

\

=

Surco rinal

Estadio I: alteraciones en la region transentorrinal, donde
comienzan a visualizarse neuronas inmunorreactivas
para el anticuerpo AT8 (AT8-ir) que muestran dicho
marcaje tanto en el soma como en las prolongaciones
celulares.

Hipocampo

\
(.-u.
Region —

transentorrinal *Region

entorrinal

Estadio II: alteraciones desde la region transentorrinal
hasta la region entorrinal, especialmente afectando a las
capas superficiales de la corteza. Ademas, neuronas
AT8-ir comienzan a aparecer en areas del hipocampo
como CA1y CA2

Estadio I-II: Los pacientes presentan perfiles cognitivos y
clinicos asintomaticos. Los casos de estadio || muestran
numerosas NFT e hilos del neuropilo en la region
transentorrinal, y algunos en la regién entorrinal. La
destruccion cortical en el estadio Il no supera el umbral
sobre el cual aparecen los sintomas clinicos iniciales.

’

FASE Il IV LIMBICA

Hipocampo

Giro
occipito-
temporal

““Region
entorrinal

Estadio III: la regién entorrinal muestra mayor densidad
de neuronas AT8-ir y éstas comienzan a alcanzar la
corteza temporal. En cuanto al hipocampo, tanto las areas
CA1y CA2 muestran mayor densidad de neuronas AT8-
ir y comienzan a aparecer también en la regién CA3

Estadio Ill-IV: La destruccién cortical es ya severa, pero
limitada a unas pocas regiones alocorticales y areas
adyacentes. Los protocolos clinicos de muchos individuos
en el estadio Ill o IV registran deterioro de las funciones
cognitivas y presencia de cambios sutiles de la
personalidad. En otros individuos, la apariciéon de
sintomas esta todavia camuflada por capacidades de
reserva del individuo, las cuales compensan la
destruccién local. A causa de la expresién ocasional de
los sintomas iniciales y las lesiones cerebrales
caracteristicas, los casos de estadios Il y IV, se considera
que representan la EA incipiente.

Giro
temporal
superior

/
- Corteza insular

¥V Giro
~ occipitotemporal

Estadio IV: aumenta la densidad de neuronas AT8-ir en
las regiones ya afectadas. Ademas, comienzan a
visualizarse neuronas AT8-ir en las regiones del
subiculum y CA4 del hipocampo, y la densidad de estas
en el area CA3 del hipocampo aumenta
considerablemente. La patologia avanza hacia regiones
de la neocorteza, observando un gran numero de
neuronas AT8-ir en la corteza temporal. La corteza
occipital se mantiene intacta
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Region periestriatal

Estadio V: la patologia avanza por el lébulo temporal
alcanzando ya otras regiones corticales de los l6bulos
frontal, parietal y occipital. La corteza visual primaria
muestra muy pocos signos de la patologia, con escasos
NPs y alguna neurona AT8-ir muy aislada

Fisura
calcarina
Area del
estriado
.l -;
= =
&) Area paraestriatal
'_
[h's
o Reai T
S) egion periestriatal
8 Estadio VI: el ultimo estadio, en el que la mayoria de las
— areas de la neocorteza se ven afectadas por la patologia,
= Regién periestriatal exhibiendo un gran nimero de neuronas AT8-ir. En la
= / region occipital, la patologia alcanza la zona del estriado.
i Area
w0 para- . - - .
E estriatal Estadio V-VI: Se asocia con un deterioro funcional y
cognitivo significativo. Estos estadios corresponden a la
EA completamente desarrollada. La secuencia y el patron
o ;A:"-raag*: de destruccion son muy similares al progreso de
L NI e . P
mielinizacién cortical en el desarrollo inicial, pero en orden
4 contrario.
\ Area paraestriatal
Regién periestriatal dem

Abreviaciones Tabla I. AT-8 (anticuerpo monoclonal fosfo-Tau), NP (placas neurales).

Ademas de la Escala Histopatologica de Braak, existen otros métodos para evaluar el avance de la EA, como la de Thal
(2002) que evalla la fase de progresion en funcion de la proteina BA o la puntuacién CERAD (del inglés
Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease), que evalla la progresion de la patologia mediante
una valoracion semicuantitativa de las placas seniles (Brunnstrém & Englund, 2011), y la Evaluacién Cognitiva
de Montreal (MoCA), una prueba breve de 30 preguntas cuya aplicacion lleva alrededor de 10 a 12 minutos y
ayuda a evaluar las disfunciones cognitivas leves. El National Institute on Aging and Reagan Institute (NIA-RI)
recomienda la combinacién de las escalas de Braak y la CERAD para hacer un diagndstico neuropatoldgico
completo del estadio en el que se encuentra la EA (Brunnstrém & Englund, 2011).

EI NPI (Neuropsychiatric inventory Questionnaire) o el NEUROPSI (https:/neuropsi.com.mx/) se utilizan para evaluar los
sintomas cognitivos de los pacientes con demencia y el desgaste de los cuidadores. Al analizar con IRM el
volumen de la amigdala en pacientes con EA el grupo de Wang encontré que un 59.1% de los pacientes con
EA presentaron sintomas neuropsiquiatricos; irritabilidad (22.73%), dificultades para dormir (22.73%), apatia
(18.18%) y alucinaciones (13.64%), en pacientes con DCL (CDR (Clinical Dementia Rating) 4.5-9) 25% tenia
sintomas cognitivos, manifestados como irritabilidad y agitacion, el 60% de pacientes con demencia moderada
(CDR 9.5-15.5) presentaban irritabilidad y delirio, el 75% de pacientes con demencia severa (CDR 16-18) tenia
sintomas neuropsiquiatricos severos, principalmente irritabilidad y delirio (Wang et al., 2021) .

Desde una perspectiva clinica, la EA se diagnostica clasicamente en la etapa de demencia cuando los déficits cognitivos
ya afectan significativamente las actividades de la vida diaria, sin embargo, debido a la naturaleza progresiva
del deterioro cognitivo y la patologia subyacente, la enfermedad se caracteriza por una etapa asintomatica o
"preclinica", donde se desarrollan las caracteristicas patologicas (BA y Tau) en individuos con cognicion normal,
seguida de una etapa pre-demencia o prodrémica, donde los sintomas son detectables pero no suficientes para
cumplir los criterios de demencia (de Flores et al., 2015). Esta Ultima etapa generalmente, pero no siempre
corresponde al subtipo clinico definido como DCL que es una entidad heterogénea que puede deberse a
diversas etiologias neuroldgicas o psiquiatricas, algunos desarrollan EA o demencia y otros permanecen
estables o incluso vuelven a la cognicion normal durante el periodo de seguimiento, esta variabilidad acentta
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la necesidad de desarrollar métodos y herramientas que permitan la identificacion de los pacientes con DCL
que tienen mas probabilidades de progresar eventualmente a EA para su posible inclusion en los ensayos
clinicos (de Flores et al., 2015).

2.4 REDES Y NUCLEOS NEURONALES AFECTADOS EN LA EA

La distribucién anatomica de los cambios patoldgicos en la EA es selectiva para ciertas areas cerebrales. EI hipocampo
es particularmente sensible a desarrollarlas afectaciones caracteristicas de la EA, especialmente NFT y pérdida
de neuronas y neuritas, las NFT primero se desarrollan en CA1, luego en el subiculum, y después en CA2, CA3
y CA4/DG (Braak et al., 1993). En cuanto a la pérdida neuronal, el grupo de West report6 pérdida importante
de neuronas en pacientes con EA en CA1 (68%), subiculum (47%) e hilus (25%), en comparacién con los
individuos control de la misma edad (West et al., 1994). Relacionando estudios histopatolégicos con estudios
de neuroimagen se ha demostrado que el hipocampo ya esta significativamente dafiado en el momento del
diagndstico de la EA (demencia): en un metaanalisis de neuroimagen que incluye 700 pacientes con demencia
de leve a moderada, la pérdida de volumen es de alrededor del 23-24% en comparacién con los controles de
la misma edad (Shi et al., 2009). Estudios longitudinales realizados en cohortes de ancianos, cognitivamente
normales han reportado que la atrofia del hipocampo ya esta presente en la etapa preclinica de DCL hasta 10
afios antes del diagndstico de demencia. Entre pacientes con DCL se ha identificado un patrén focal de atrofia
restringido a la region lateral del hipocampo que corresponde a CA1, y a veces incluye al subiculum. Medir el
volumen del hipocampo, especialmente de CA1 o CA1/2 resulta en un biomarcador que indica la degeneracion
relacionada con la EA en diferentes etapas de la progresion de la enfermedad (Wirth et al., 2013). Esto es
consistente con la descripcion de que la patologia de NFT, la pérdida sinaptica, neuronal y volumétrica son
focales en las primeras etapas fisiopatoldgicas y se extiende progresivamente a todo el hipocampo para llegar
a ser globales en la etapa avanzada de la demencia (de Flores et al., 2015).

Tipicamente, la degeneracion neurofibrilar en la EA se origina en la corteza transentorrinal y progresa a través del
hipocampo para dirigirse a las cortezas de asociacién y finalmente, a las cortezas primarias; sin embargo,
algunos estudios sugieren que este patron de progresién patoldgica podria no ser el Unico patron de
degeneracién neurofibrilar (Murray et al., 2011). El grupo de Murray identificé dos subtipos clinico-patologicos
distintos de la EA tipica: la EA que respeta hipocampo y la EA de predominio limbico (Murray et al., 2011).

2.5 PRINCIPALES VIAS ANATOMICAS EN LA FORMACION HIPOCAMPAL

El hipocampo esta involucrado, entre otras cosas, con la memoria asociativa y la memoria de localizacién espacial, el
hipocampo integra diferentes aferencias de estimulos olfatorios, auditivos, y visuales que llegan a través de la
corteza entorrinal entrando a CA1, CA3 y DG, que es el sitio de entrada de informacion al hipocampo, a través
de células granulares excitatorias, que establecen contactos sinapticos con las células piramidales, esta
informacion pasa por CA1 y vuelve a la corteza entorrinal, estos circuitos son muy plasticos, con abundantes
ramificaciones y abundante remodelado de las conexiones (Hartley et al., 2014) (fig. 8). La comunicacién entre
la amigdala y el hipocampo se encarga de la recuperacion de memorias cuando se desea (Phelps, 2004), los
BLa y BLp del complejo amigdalino se proyectan directamente a la porcion ventral del hipocampo CA1 (vCA1)
y establecen circuitos monosinapticos glutamatérgicos (fig. 8) (Yang & Wang, 2017). La corteza frontal tiene
una via de comunicacién con la corteza entorrinal medial.
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Figura 8. Principales vias anatomicas en la formacion hipocampal del humano y de la rata. Esquema superior; Patrén de conectividad cortical e intrinseca de
la formacion hipocampal humana. Hay flujo reciproco de informacion cortical que converge a través de la circunvolucion parahipocampal y la corteza
perirrinal sobre la corteza entorrinal. Esquema inferior; La via trisinaptica clésica consiste en la proyeccion desde la corteza entorrinal (LEC: corteza
entorrinal lateral; MEC: corteza entorrinal medial) al giro dentado (DG), de DG a CA3, y de CA3 a CA1. La via entorrinal también consta de proyecciones
monosinapticas directas de LEC y MEC a CA3, a CA1 y al subiculum (Sb). La proyeccion de CA1 a Sby a LEC/MEC, y proyecciones de Sb a LEC/MEC,
completan el circuito. Otros circuitos implican proyecciones de subiculum a presubiculum (PreSb) y a parasubiculum (ParaSb), y proyecciones de PreSb
aMEC, y ParaSb a LEC y MEC. La via perforante es la via entorrinal a DG, CA3, CA1y Sb, la via de proyeccion de fibra musgosa de DG a CA3, la via
colateral de Schaffer de CA3 a CA1. La corteza postrinal es un analogo de rata de la corteza parahipocampal de primates. También estan representadas
las vias de la corteza frontal (CF) a MEC y las conexiones de la amigdala basolateral posterior (BLp) y basolateral anterior (Bla) a CA1. Modificado de
Hartley et al., 2014 y Schultz & Engelhardt, 2014.

ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS Y ANATOMIA FUNCIONAL COMPARADA

El hipocampo es una estructura situada profundamente en los Idbulos temporales de ambos hemisferios en humanos
y se considera parte de la arquicorteza, en los mamiferos, el hipocampo estd muy conservado (Anand &
Dhikav, 2012). La formacién hipocampal esta involucrada en la consolidacion y recuperaciéon de memorias,
asi como en diversos sistemas emocionales, sensoriales y cognitivos. El deterioro en hipocampo se asocia con
trastornos neurolégicos como la EA, depresion, esquizofrenia y epilepsia (Anand & Dhikav, 2012). A nivel
anatomico, consta de una serie de areas involucradas en el circuito trisinaptico (fig. 8) ademas, existe una zona
de transicion entre las areas CA1 y CA3 denominada CA2 con funciones independientes a las otras areas
(Hartley et al., 2014). El hipocampo se compone en gran parte de neuronas piramidales dentro de las
subregiones del Cuerno de Amén (CA1, CA2 y CA3), mientras que el giro dentado (GD) esta compuesto por
células granulares. Las neuronas piramidales de las diferentes subregiones CA1, CA2, CA3 presentan
diferencias morfologicas y conectivas, ademas de que muestran vulnerabilidad selectiva al dafio (Anand &
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Dhikav, 2012), mientras que las neuronas piramidales de CA1 son muy vulnerables a la degeneracion después
del dafio isquémico, las de CA3 pueden soportar la exposicién prolongada a condiciones isquémicas dentro de
CAT1, las neuronas mediales (las mas distantes de las subregiones CA2 y CA3) son mas vulnerables al dafio
isquémico en relacién con las neuronas en las subregiones laterales de CA1 (Anand & Dhikav, 2012). En
ratones, el dafio a CA1 afecta a la cognicién espacial (Best et al., 2001).

El dafio patolégico del hipocampo es un marcador temprano en pacientes con EA, con una conectividad funcional
reducida en redes las hipocampales al inicio de la EA (Anand & Dhikav, 2012; L. Wang et al., 2006). Las
neuronas de CA1 son mas vulnerables al dafio durante el envejecimiento y a las enfermedades
neurodegenerativas, como la EA (Anand & Dhikav, 2012). En ratas y ratones las células de CA1 contienen
el mayor contenido de hierro, en comparacion con CA2 y CA3, y se observa una tendencia latero medial en la
concentracion de hierro en toda la subregién CA1 (Hackett et al., 2019; Woodhams et al., 1993).

La corteza cerebral es el area mas externa del cerebro, asi como el &rea de mayor tamafio, en la que se lleva a cabo
la integracion de la informacion y juega un papel crucial en procesos como la memoria, €l lenguaje, la
percepcion, pensamiento, atencion y consciencia. En la mayoria de los mamiferos, la corteza cerebral se
encuentra plegada, ampliando asi la superficie y permitiendo un mayor nimero de conexiones dentro del mismo
volumen craneal (Agirman et al., 2017). En cuanto a la organizacién cito arquitectdnica de la corteza, ésta se
puede dividir en capas horizontales, en funcion de la densidad de somas neuronales, fibras y tipos neuronales
(Eickhoff et al., 2018). Se han establecido seis capas dentro de la corteza de los mamiferos. La capa V recibe
el nombre de capa de grandes células piramidales profundas (Agirman et al., 2017; Eickhoff et al., 2018). Enla
sustancia innominada del prosencéfalo basal se localiza el niicleo basal de Meynert con neuronas que se
proyectan por toda la corteza y la amigdala, las neuronas que forman el ntcleo basal de Meynert sufren una
extensa degeneracion en la EA (Ferreira-Vieira, H et al., 2016).

La corteza entorrinal forma parte de la circunvolucion parahipocampal en primates, esta relacionada con el 16bulo
temporal y con la formacién hipocampal a través de la via perforante (van Hoesen et al., 1991). La corteza
entorrinal se atrofia notablemente en la EA, donde se observa el patron caracteristico de las NFT, aunque su
densidad sea baja, la via perforante se dafia en la EA, estos cambios representan parte de la base estructural
de la afectacion temprana de la memoria en la EA (van Hoesen et al., 1991) (fig. 8).

El complejo amigdalino es un area implicada en el procesamiento de la informacién cognitiva y la regulacion emocional
(Wang et al., 2021) la amigdala es heterogénea y esta compuesta por nucleos estructural y funcionalmente
distintos, que pueden presentar diferentes patrones de conectividad y diferentes déficits cognitivos relevantes
en la EA (Wang et al., 2021). El dafio en la amigdala desempefia un papel importante en el deterioro cognitivo,
la formacién de placas de BA, las NFT, y la pérdida neuronal (Herzog & Kemper, 1980)(fig. 8). El complejo
amigdalino se compone de varias subregiones nucleares que implican funciones multimodales, como regulacién
de las emociones, procesos cognitivos, etc. la investigacion cito arquitectdnica de la amigdala la divide en tres
regiones: El nlcleo basolateral (BL), el ntcleo centromedial (CM) o basomedial (BM) y el ntcleo superficial (SF)
o lateral (L) (Yang & Wang, 2017) (fig. 8).

En estudios de RMf se identificaron patrones de activacién y reposo distintos en las subregiones de la amigdala que
sugieren diferencias funcionales; la regién BL muestra conexidn con las regiones temporal y frontal, mientras
que la regién del CM esta ligada al nucleo estriado, la subdivision del SF se conecta con el sistema limbico
(Wang et al., 2021; Yang & Wang, 2017).Para considerar la heterogeneidad de la amigdala y su asociacién con
la neuropatologia de la EA es importante comprobar los patrones intrinsecos del flujo regional cerebral de las
subregiones de la amigdala (Roy et al., 2009). Comparando con controles de la misma edad, los pacientes con
EA presentan patrones interrumpidos de la conectividad en el LB (Roy et al., 2009).
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2.6 ALTERACIONES HISTOLOGICAS Y MOLECULARES

En la EA, como en otras enfermedades neurodegenerativas se desarrolla una proteinopatia caracterizada por placas de
BAy NFT, y asociada con neuritas distréficas, astrogliosis asociada, activacidén microglial, y angiopatia amiloide
cerebral (CAA) (Simi¢ et al., 2016). El proceso neurodegenerativo incluye pérdida sinaptica y neuronal que
conduce a la atrofia macroscdpica; la patologia mixta incluye enfermedad vascular y cuerpos de Lewy, la
presencia de TDP-43 alterada es una importante co-patologia. Las placas de amiloide son acumulaciones
extracelulares compuestas principalmente de BA anormalmente plegada con 40 o 42 amino&cidos ([BA-40 y
[BA-42), dos subproductos del metabolismo de la proteina precursora amiloidea (APP), el BA-42 es mas
abundante debido a su mayor tasa de formacion de fibras e insolubilidad (ver fig. 9) (Simié et al., 2016).

oligdmeros

fibrillas
BA 1-40/42 placas seniles
BA 17-40/42
APP APP
II
a_J) agecretasa >4 B secretasa :
(1 v secreiasa i y secretasa PATOLOGICO
L ]
No Amiloidogénica Amiloidogénica =

Figura 9. Vias amiloidogénica y no amiloidigénica del metabolismo de la PPA. En la via no amiloidogénica, (flecha rosa) la APP es cortada primero por la o-
secretasa y luego por la y-secretasa formando péptidos BA 17-40/42 truncados o por B-secretasa que conduce a la formacion de BA 1-16. En la via
amiloidogeénica, (flecha roja) la APP es cortada consecutivamente por las B y y secretasas que llevan a la formacion de péptidos BA 1-40/42. De acuerdo
con la hipétesis de la cascada amiloide (Hardy & Higgins, 1992), el péptido BA interactla con los iones metalicos presentes en el cerebro y forma
oligémeros y luego fibrillas que se encuentran en las placas seniles (hecho con BioRender).

BA

Composicion de las placas amiloideas. Las placas seniles descritas por Alois Alzheimer (fig. 13) son el resultado de
la acumulacion extracelular anormal y la deposicion de las BA40 y BA42, dos subproductos normales del
metabolismo de la APP después de su escision secuencial por las enzimas [3- y y-secretasa en las neuronas
(fig. 9). Debido a su mayor tasa de fibrilacién e insolubilidad, la B A42 es méas abundante que BA40 dentro de
las placas (fig. 14. C y D) (Serrano-Pozo et al., 2011).

La acumulacién a nivel extracelular del péptido BA se encuentra frecuentemente en el cerebro humano envejecido.
Inicialmente se forman unas pocas placas en la region basal de la neocorteza, gradualmente va aumentando
el numero de depositos, y finalmente se involucran la corteza entera y la sustancia blanca, se observa una
relacion inversa entre el grado de mielinizacion cortical y la densidad de los depdsitos de BA, pero no hay una
relacion consistente entre la intensidad de los depésitos de amiloide y la severidad de la disfuncién cortical
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(Snowdon, 2003). La angiopatia amiloide ocurre generalmente en estadios mas avanzados de la EA y es rara
en individuos de mediana edad sin demencia, en los cuales se detectan solamente placas corticales difusas
(Snowdon, 2003). El procesamiento anormal de la APP aumenta la produccién de la proteina, aumentando la
produccion de fragmentos amiloidogénicos (Hardy & Higgins, 1992).

Caracteristicas morfoldgicas de los péptidos BA. La clasificacion morfolégica mas practica y ampliamente utilizada
distingue dos tipos de placas amiloides: placas difusas versus placas de nucleo denso, basadas en su tincion
con colorantes especificos para la conformacién 3 plegada, como rojo Congo y Tioflavina-S, esta clasificacion
simple es relevante porque se asocian a efectos deletéreos sobre el neuropilo, neuritas distréficas, pérdida
sinaptica, pérdida de la neurona, y reclutamiento y activacion de astrocitos y microglia (Bloom, 2014; Thal et
al., 2008). Las placas amiloides difusas (d3A) estan comunmente presentes en los cerebros de personas
mayores sin deterioro cognitivo, mientras que las placas densas (Dc[3A), se encuentran en pacientes con EA
[caracterizacién en Tabla IV]. Sin embargo, mucha gente mayor cognitivamente normal tiene carga amiloidea
substancial en sus cerebros (Serrano-Pozo et al., 2011).

Distribucion topografica A diferencia de las NFTSs, las placas amiloides se acumulan principalmente en la isocorteza,
y el patrén que siguen es poco predecible. En general, la corteza entorrinal, la formacién hipocampal, los
nucleos basales, los nucleos de la médula oblonga vy el cerebelo estan poco afectados (Serrano-Pozo et al.,
2011).

Correlaciones clinico-patolégicas Los estudios clinico-patolégicos han establecido que la carga amiloidea no se
correlaciona con la severidad o la duracién de la demencia, sin embargo, es posible que la cantidad de amiloide,
sobre todo el manto cortical aumente durante el curso clinico de la enfermedad a medida que la distribucion de
los depdsitos se extienda después de las etapas anteriores (Serrano-Pozo et al., 2011).

CAA

Diversas investigaciones clinico-patologicas sobre memoria y envejecimiento demuestran que el deterioro cognitivo en
el cerebro envejecido es tipicamente impulsado por la superposicién de patologias neurodegenerativas y
cerebrovasculares, los ejemplos mas claros de estas interacciones se observan entre la angiopatia amiloide
cerebral (CAA del inglés) y la EA (Boyle et al., 2018). La CAA implica la deposicién cerebrovascular de BA, que
también es el constituyente primario de las placas neuriticas en la EA, patologias que a menudo se superponen
debido al papel patogénico compartido de los BA (fig. 10), la CAA también contribuye a la patogénesis de la EA
al afectar el drenaje perivascular, una via importante de eliminacion de BA desde el cerebro. Desde un punto
de vista clinico, la presencia de CAA avanzada en la EA se asocia con mayor deterioro cognitivo. Los estudios
neuropatoldgicos de cerebros de pacientes con EA han demostrado que la acumulacion de BA alrededor de las
arterias es cinco veces mas comun que alrededor de las venas y, que el BA se deposita primero en la periferia
de las arteriolas (sitio de drenaje del liquido intersticial) (Greenberg et al., 2020).
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Figura 10. CAA, en la parte derecha el dafio causado en las arteriolas por la acumulacion de placas BA en la pared vascular presente en la EA (hecho con BioRender)
basado en (Greenberg et al., 2020).

El péptido BA no solo se deposita en el parénquima cerebral en forma de placas amiloide, sino también en las paredes
de los vasos originando la CAA, el péptido BA42 mas insoluble y propenso a la agregacion tiende a acumularse
en el nucleo de las placas seniles, mientras que el péptido BA40 mas soluble es el principal constituyente de
CAA, acumulandose en la tunica intersticial del musculo liso. La CAA, es mas comun en el contexto de la EA,
80% de los pacientes con EA muestran algln grado, generalmente leve, de CAA en la autopsia (Serrano-Pozo
etal., 2011).

Tau

Las NFT se componen principalmente de filamentos helicoidales emparejados que consisten en Tau hiperfosforilada (fig.
11), la formacion de NFT generalmente comienza en la corteza entorrinal e hipocampo antes de extenderse a
la corteza asociativa. Las areas sensoriales, motoras y visuales primarias tienden a estar parcialmente
conservadas. Se han propuesto varios criterios para el diagnéstico patolégico de la EA. Los primeros intentos
de usar BA o NFTs estuvieron limitados por la baja especificidad o sensibilidad. Un diagndstico de la EA sélo
se puede hacer si se cumplen los criterios para la probabilidad alta o intermedia de EA junto con un diagnéstico
de demencia (Simié et al., 2016).
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Figura 11. Formacion y acumulacién de NFT. Cuando la proteina Tau se hiperfosforila de manera anémala (Tau ph) comienza a desprenderse de los microtubulos

(MT) y a formar agregados, los llamados filamentos helicoidales pareados (PHF) durante la progresion de la patologia los PHFs contintian el proceso de
agregacion hasta formar marafias neurofibrilares (NFT). La secuencia de cambios en el citoesqueleto, debido a Ia hiperfosforilacion de la proteina Tau
se divide en tres etapas: etapa pre-marafa (pre-NFT), etapa intraneuronal (iNFT) y etapa extraneuronal (eNFT) (hecho con BioRender) basado en (Simi¢
etal., 2016)

La proteina Tau, descubierta en 1975 y denominada asi por Kirshner (Weingarten et al., 1975) pertenece a la familia de

proteinas de unién a microtibulos 0 MAPSs (por sus siglas en inglés de microtubule associated proteins), esta
altamente conservada y puede encontrarse en diversas especies animales como, por ejemplo, C. elegans,
Drosophila melanogaster, pez cebra, roedores y humanos (Weingarten et al., 1975). La Tau se expresa
principalmente en el sistema nervioso, aunque también se ha encontrado en otros tejidos como rifién, pulmén
y testiculos (Gu et al., 1996). En el cerebro, la proteina Tau no se expresa de manera homogénea, sino que su
expresion predomina en algunas areas como la corteza o el globo palido y es casi inexistente en otras como el
cerebelo (Gu et al., 1996). En cuanto a las células que la expresan, la Tau se encuentra principalmente en las
neuronas, pero se ha descrito que también esta presente en bajas concentraciones en los oligodendrocitos
(McMillan et al., 2008). Dentro de las neuronas, la Tau se localiza predominantemente en los axones (Hanger,
Seereeram, et al., 2009) pero, bajo ciertas condiciones patologicas como la EA, esta localizacién puede variar.
En el cerebro humano pueden sintetizarse seis isoformas de Tau por splicing alternativo del gen MAPT (que se
localiza en el cromosoma 17g21) (Andreadis, 2006). Las diferentes isoformas se pueden categorizar por el
numero de inserciones del amino terminal (ON, 1N 0 2N) y por el nimero de dominios repetidos en el carboxilo
terminal (3R 0 4R) (Fig. 12) (Y. Wang & Mandelkow, 2016), estos dominios repetidos son responsables de
la union de Tau a los microtubulos, siendo 4R la isoforma con mayor afinidad (Goedert & Spillantini, 1990)
y 3R la de menor afinidad. La isoforma mas larga de Tau en el SNC contiene 441 residuos de aminoéacidos, tras
la traduccion se obtiene una proteina con unos 80 residuos fosforilables, (Avila, Jiménez, et al., 2016)
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Figura 12. Isoformas y estructura de la proteina Tau humana en el SNC. (A) Gen MAPT y las 6 isoformas de la proteina Tau en el cerebro humano en funcion de
los exones que se eliminan. (B) Dominios de la isoforma 2N4R de la proteina Tau humana. Regiones de la proteina Tau desde el extremo N-terminal al
extremo C-terminal: region acidica, regidn rica en prolina (domino de proyeccién) y dominios repetidos Ct (dominio de ensamblaje) modificado de (Wang
& Mandelkow, 2016). Representacion esquematica de los sitios de fosforilacion més relevantes de la proteina Tau y los anticuerpos especificos los
detectan (rectangulos rojos).

El papel de Tau es la estabilizacién de los microtibulos mediante su interaccién con la tubulina, participando en los
fendmenos de ensamblaje y des ensamblaje de éstos, contribuyendo asi al mantenimiento de la forma de la
célula (Avila, Jiménez et al., 2016). Ademas, se ha descrito la participacion de Tau en el transporte axonal por
medio de diversos mecanismos, como por ejemplo afectando al funcionamiento de las proteinas de transporte
(Wang & Mandelkow, 2016). Sin embargo, la Tau no interacciona Unicamente con los microtibulos, pues se
ha descrito también que podria unirse a diversas proteinas actuando en multitud de procesos celulares, mas
alla de su papel en el axon, la Tau desempefia un papel importante en la plasticidad sinaptica (Avila, Pallas, et
al., 2016). La interaccién entre la tubulina y la proteina Tau se regula principalmente por modificaciones post-
traduccionales, entre las que encontramos fosforilacion, glicosilacion, ubiquitinacion, y oxidacion (Avila,
Jiménez, et al., 2016). La fosforilacidn afecta la conformacion de Tau, hay dos grupos principales de cinasas
que fosforilan Tau, de estas cinasas, la GSK3 (glucdgeno sintasa cinasa 3) juega un papel importante en la
regulacion tanto fisioldgica como patologica (Avila et al., 2004). De las fosfatasas, responsables de la
eliminacién de los grupos fosfato de Tau destaca PP2A (protein fosfatasa 2 A) que se cree que actla sobre la
mayor parte de los sitios de fosforilacion de Tau (Avila et al., 2004).

En la isoforma mas larga de la proteina Tau existen 80 posibles sitios de fosforilacidn, de los cuales, algunos residuos
de Thr o Ser (destacados en rojo en la Figura 12) son blancos para diversas cinasas y se han encontrado
anormalmente fosforilados en enfermedades neurodegenerativas como la EA (Hanger, Seereeram, et al.,
2009). Con el fin de estudiar los procesos de fosforilacion de la proteina Tau, se utilizan anticuerpos especificos
para la deteccion de la proteina Tau fosforilada en diversos residuos, el anticuerpo AT8 detecta el epitope
formado por los residuos Ser202 y Thr205 fosforilados, (Malia et al., 2016), Braak y colaboradores (2006) lo
emplearon para establecer la escala para clasificar el grado de progreso en la EA (Tabla I). Otros anticuerpos
muy utilizados son AT100, que detecta la fosforilacion de Tau en los aminoacidos Thr212 y Ser214, y el
anticuerpo pS396, que detecta la fosforilacién de Tau en el aminoacido Ser396 (Wang & Mandelkow, 2016) .
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En la EA se produce la acumulacién de la proteina Tau a nivel intracelular, los cambios mas notables ocurren en el
segmento distal de las dendritas, las cuales desarrollan apéndices cortos, los segmentos dendriticos distales
alterados probablemente pierden su conexién a las partes proximales. Los cambios en los procesos celulares
causan perturbaciones severas en la funciéon neuronal, mucho antes de la desaparicion final de los cuerpos
celulares (Wang & Mandelkow, 2016). Las células piramidales normales muestran un nucleo central y sustancia
de Nissl, en las células dafiadas, la capacidad de tincion del material baséfilo es menor, y el nlcleo se localiza
excéntricamente. Después del deterioro del soma celular, el material citoesquelético patoldgico se convierte en
NFT (Serrano-Pozo et al., 2011).

S
Hilos He
neuropilo
(NTs)

Ovillos
neurofibrilares

(NFTs) Placas de B-amiloide

Figura 13. (A-B) llustraciones de Aldis Alzheimer en las que muestra placas seniles y ovillos neurofibrilares (A) y distintas morfologias de NFT (B) (Alzheimer, 1907).
(C) llustraciones de Braak y Del Tredici-Braak en las que se muestran los principales hitos neuropatoldgicos de la EA: hilos de neuropilo, NFT, placas
neuriticas y placas seniles (Braak & del Tredici, 2015).
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Figura 14. Fotomicrografia de las lesiones patologicas caracteristicas de la EA y la enfermedad de cuerpos de Lewy. (A) Placas en cortes de corteza frontal con
tincion H y E; (B) NFT en neuronas piramidales de hipocampo en cortes con tincion H y E. (C) Tincion argéntica que evidencia tanto NFT como placas
BA; (D)Inmunohistoquimica contra BA marca las placas BA; (E) Inmunohistoquimica contra Tau marca las NFT; (F) Cuerpo de Lewy en neurona de la
capa V en corte de corteza frontal tefido con HE. Tomado de (Serrano-Pozo et al., 2011).

NFTs

Las NFTs primero fueron descritas por Aldis Alzheimer en su informe original del caso de la autopsia (fig. 13), como
inclusiones intraneuronales de neuronas piramidales. Los estudios ultraestructurales de EA revelaron que las
NFT estan compuestas principalmente de filamentos helicoidales emparejados (PHFs), es decir, fibrillas de 10
nm de didmetro con una conformacion tridimensional helicoidal a una periodicidad regular de 65 nm, una
pequefa proporcién de fibrillas dentro de las NFTs no forma pares, sino que da el aspecto de filamentos rectos
sin la periodicidad de PHFs. El componente principal de NFTs son proteinas Tau mal plegadas e
hiperfosforiladas (Serrano-Pozo et al., 2011). Acompafiando a los NFT estan los hilos de neuropilo, que se cree
que resultan de la descomposicion de las dendritas y axones de las neuronas que presentan NFT (ver figura
14 A, By C) (Serrano-Pozo et al., 2011).

Caracteristicas morfolégicas de las NFT. Las NFT son argirdfilas y pueden ser marcados por métodos de
impregnacion de plata como la técnica de Gallyas, un método alternativo para examinar las NFT es su tincién
con colorantes fluorescentes como Tioflavina-S, que reconocen la estructura plegada de lamina 3 de los
filamentos helicoidales pareados, 0 mediante inmunotincién con anticuerpos anti-Tau (Avila, 2006). Las NFT se
describieron por primera vez bajo el término "neurofibrillas" que formaban agregados en el interior de las
neuronas (fig. 14.) (Alzheimer, 1907b; Ryan & Kelly, 2016). Hoy sabemos que, cuando la proteina Tau se
fosforila de manera anémala comienza a desprenderse de los microtubulos y a formar agregados, los llamados
filamentos helicoidales pareados (PHF que presentan un patrén periédico en forma de doble hélice en
microscopia electrénica) (Avila et al., 2004), en la EA, ademas de estos filamentos se observan filamentos
rectos en el interior de las neuronas (SF), que muestran menos periodicidad que los PHFs (Perl, 2010), durante
la progresion de la patologia, los PHFs contintan el proceso de agregacion hasta formar NFT, los PHFs y los
SFs se encuentran también en los hilos de neuropilo (Braak & del Tredici, 2015). La deteccion de los NFTs
se ha hecho tradicionalmente mediante métodos de tincidn histolégica como la tincion de plata de Bielschowsky
o la tioflavina-S (Augustinack et al., 2002; Serrano-Pozo et al., 2011).

Desde el punto de vista morfolégico Augustinack (2002) y Serrano-Pozo (2011) han descrito tres estadios en la formacién
de las NFTs [caracterizacion en Tabla IV]:

1. preNFT. Premarafias o estructuras de tipo granular que contienen proteina Tau alterada, pero que aun no han llegado
a formar fibras y no son detectables mediante los métodos de tincién especificos tradicionales, definidos por un
patrén intracelular Tau difuso, algunas veces punteado, con las dendritas bien-conservadas y un nicleo
centrado.

2 iNFT. NFT intraneuronales maduros o fibrilares (INFTs) consisten en agregados Tau citoplasmaticos que desplazan el
nucleo hacia la periferia del soma y alteran la morfologia de las dendritas y el segmento proximo del axon; las
NFTs se localizan en la zona del soma y las prolongaciones celulares proximales, son detectables con los
métodos de marcaje tradicionales y pueden tener morfologias variadas.

3 eNFT. "Fantasma" neuronal (eNFTs) resulta de la muerte de las neuronas y es identificable por la ausencia de nlcleo
y de citoplasma). Se ubican en el soma celular que desplaza al nlcleo y terminan por acabar con la viabilidad
de la célula que lo contiene, formando asi las "marafias fantasma" o NFTs extracelulares (ver figura 15 A, By
C) (Augustinack et al., 2002; Serrano-Pozo et al., 2011).

El patron espaciotemporal de la progresion de NFTs es estereotipado y predecible, la degeneracién neurofibrilar
comienza en el alocorteza del I6bulo temporal medial (corteza entorrinal e hipocampo) y se extiende hasta la
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isocorteza asociativa, respetando las areas sensoriales, motoras y visuales primarias (Serrano-Pozo et al.,
2011), la cantidad y distribucién de las NFTs se correlaciona con la gravedad y duracion de la demencia (fig.
14. A, By C) (Serrano-Pozo et al., 2011).

Las formas solubles de PA y Tau funcionan juntas en el establecimiento del proceso neurodegenerativo. El
procesamiento anémalo de APP genera la acumulacion de BA 1-40/42 (fig. 9) en neuronas y arteriolas, los BA
toxicos estimulan la formacion de Tau hiperfosforilada (patolégica) por la modulacién de las fosfatasas (PP2A,
PP1) y las cinasas (GSK3b y fyn) que regulan la fosforilacion e inducen la formacién de NFT (fig. 11) (Bloom,
2014). Aunque la regulacién de estas vias esta poco clara, se cree que la sobreproduccién (o degradacion
reducida) de BA (generalmente soluble), lo induce a autoensamblarse en oligémeros y en fibrillas amiloide que
forman placas y que resultan toxicos. Estos ensambles proteicos tdxicos inducen eventos como la
hiperfosforilacién de la proteina Tau (que conduce a la produccién de NFT), inflamacién, estrés oxidativo y
excitotoxicidad que conduce a su vez, a muerte celular y déficits de neurotransmisores, especialmente en
acetilcolina. Evidencia mas reciente ha demostrado que ambos BA y Tau (asi como a-sinucleina) puede
comportarse como priones, es decir, se someten a un "repliegue estocastico" esta particula infecciosa actia
como una semilla para inducir plegamiento erréneo o “templado” (Soria Lopez et al., 2019).

Cuerpos de Hirano, activacion de la glia, pérdida neuronal de sinapsis y espinas dendriticas

Degeneracion Granuovacuolar y Cuerpos de Hirano. La degeneracion granulovacuolar (GVD) y los cuerpos de
Hirano son lesiones presentes en el citoplasma de neuronas piramidales del hipocampo en pacientes con EA
(Serrano-Pozo et al., 2011). Aunque también se observan en ancianos cognitivamente intactos, son mas
severas y frecuentes en pacientes de edad comparable con EA (Serrano-Pozo et al., 2011).

Activacion de la glia. Existe evidencia de que la microglia protege contra la incidencia de la EA, ya que la actividad
deteriorada de la microglia y la respuesta alterada a los BA se asocian con mayor riesgo de EA, la proliferacion
y activacion de la microglia concentrada alrededor de las placas amiloides, es una caracteristica prominente de
la EA (Hansen et al., 2018). Los datos de genética humana apuntan a un papel clave para la microglia en la
patogénesis de la EA, la mayoria de los genes de riesgo para la EA estan altamente expresados por la microglia
(Hansen et al., 2018). Los astrocitos y la microglia reactivos se asocian con formacion y acumulacién de A, lo
que indica que los BA desencadenan esta respuesta, también hay una correlacion positiva entre astrocitosis y
microgliosis y la cantidad de NFT (Serrano-Pozo et al., 2011).

Pérdida neuronal. La pérdida neuronal es el principal sustrato patologico de la atrofia cortical y, aunque generalmente
se ve en secciones tefiidas con hematoxilina-eosina, se puede demostrar mas facilmente con la tincién de Nissl
0 inmunohistoquimica anti NeuN (Serrano-Pozo et al., 2011).

Pérdida de sinapsis. Ademas de la pérdida neuronal, la pérdida de sinapsis es otro contribuyente a la atrofia cortical
en la EA. La pérdida de la sinapsis se ha demostrado con estudios inmunohistoquimicos en distintas estructuras
(Serrano-Pozo et al., 2011). En pacientes con EA, la pérdida masiva de neuronas y sinapsis en el hipocampo
se atribuye a la acumulacién de NFT y la proteina Tau, asi como a la presencia de placas seniles causadas por
la acumulacién de BA (DeVos, 2018).

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que constituyen el elemento postsinaptico para la mayoria de
las sinapsis glutamatérgicas. La funcién principal de las espinas dendriticas es compartimentar vias de
sefalizacién sinaptica local y restringen la difusién de moléculas postsinapticas (Rochefort & Konnerth, 2012).
Las espinas se clasifican cominmente en filipoides, pequefias, delgadas, en copa y fungiformes (Rochefort &
Konnerth, 2012). Existe relacién entre las espinas dendriticas y los procesos relacionados con la memoria y el
aprendizaje (Hotulainen & Hoogenraad, 2010), los cambios dinamicos en su estructura se han relacionado con
procesos de memoria y aprendizaje que afectan la transmision sinaptica (Bourne & Harris, 2007; Hotulainen &
Hoogenraad, 2010). Diversos estudios han demostrado la influencia de éstas en los procesos de potenciacion
a largo plazo (LTP) (Attardo 2015). La estimulacion del hipocampo empleando pardmetros similares a los que
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se usan para promover la LTP genera aumento de la densidad de espinas dendriticas, asi como cambios
morfologicos que forman espinas “maduras” que robustecen la eficacia y la plasticidad sinapticas (Attardo et
al., 2015).

La pérdida de espinas dendriticas estd asociada con patologias como el estrés crénico, las adicciones o las
enfermedades neurodegenerativas como la EA (Merino-Serrais et al., 2013). La degeneracion dendritica y la
pérdida de espinas se han descrito principalmente en las cortezas perirrinal, entorrinal, en hipocampo, asi como
en la corteza auditiva; al inicio de la patologia se ha reportado reduccion significativa de la arborizacion
dendritica y de las espinas dendriticas en corteza visual y auditiva (Herms & Dorostkar, 2016). La
hiperfosforilacién de la proteina Tau resulta crucial en los procesos de pérdida y alteraciones morfolégicas de
las espinas dendriticas (Merino-Serrais et al., 2013). Debido a esto, el estudio de las espinas dendriticas en las
células piramidales, asi como su relacion con la proteina Tau, representa un aspecto importante para una mejor
comprensién de la EA.

2.7 Teoria Colinérgica (alteracidn en neurotransmisores)

La hipdtesis colinérgica es la teoria mas antigua sobre la patogénesis de la EA; la acetilcolina (ACh) es un
neurotransmisor involucrado en el aprendizaje, la memoria y otros comportamientos, las neuronas colinérgicas
del prosencéfalo son importantes en el aprendizaje, la memoria y la funcion cognitiva su permanencia y
diferenciaciéon dependen del factor de crecimiento nervioso (NGF) (Davies P & Maloney AJF, 1976). El
hipocampo es una zona con abundantes receptores nicotinicos de ACh, los pacientes con EA presentan
degeneracién de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo, los cerebros de los pacientes con EA muestran;
neurodegeneracion severa, pérdida de las neuronas colinérgicas y una deficiencia severa de ACh. La actividad
de la acetilcolintransferasa disminuye significativamente. La acetilcolinesterasa se une directamente a la
presenilina-1, (enzima importante en el proceso de produccion de fA), aumentando la produccion de BA, lo que
acelera el deterioro cognitivo (Francis et al., 1999). Ademas, las alteraciones en ACh pueden inducir la
hiperfosforilacién de la proteina Tau, neuroinflamacion, apoptosis celular, desequilibrio entre los
neurotransmisores y neurohormonas y otros fenémenos patologicos. (fig. 15) (Francis et al., 1985) Aunque hay
cambios corticales en otros neurotransmisores como la dopamina, la norepinefrina, y la histamina, la lesion
colinérgica es mas temprana, mas extendida, y mas consistente que las alteraciones patologicas de otros
sistemas de neurotransmisién (Hampel et al., 2018).
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Figura 15. Relacion entre los factores relacionados con la aparicion de la EA. En la EA familiar (EAf) el principal generador del proceso neurodegenerativo son
las mutaciones de proteina precursora de amiloide (APP), Presenilina 1 o Presenilina 2 (PSEN1 o PSEN2). En el caso de la EAe el proceso patoldgico
es el resultado de la expresion de ApoE4 en combinacion con factores ambientales. En ambos casos el procesamiento anémalo de APP genera la
acumulacion de BA 1-40/42 en neuronas y arteriolas, los BA toxicos estimulan la formacion de Tau hiperfosforilada (patoldgica) por la modulacién de
fosfatasas y cinasas que regulan la fosforilacién e inducen la formacién de marafian neurofibrilares (NFT). La presencia de NFT causan disfuncién
sinaptica y muerte neuronal. En los nicleos de Meynert (NM) de los pacientes con EA hay una disminucion de la actividad de la acetilcolintransferasa
(ACht) y una disminucion de la acetilcolina (ACh), la acetilcolinesterasa (AChe) “desocupada” se une a PSEN1 aumentando la produccion y acumulacion
de BA 'y Tau, condiciones que llevan a alteraciones cognitivas y de memoria. Hecho con BioRender basado en (Greenberg et al., 2020; Hampel et al.,
2018; Hardy & Higgins, 1992; Simi¢ et al., 2016).

2.8 MODELOS ANIMALES

La EA, la enfermedad de Parkinson, la demencia frontotemporal y la esclerosis lateral amiotrofica, enfermedades
neurodegenerativas de aparicion en la edad adulta, son patologias que progresan inexorablemente de
discapacidad grave a la muerte (Liu et al., 2020). Actualmente no existe un modelo animal, in vitro o in silico
que pueda simular de manera completa y total el curso y la fisiopatologia de la EA. Los modelos murinos de EA
recapitulan aspectos de la enfermedad, a menudo a través de mutaciones genéticas asociadas con la EAf que
permiten dilucidar aspectos de la patogénesis (Drummond & Wisniewski, 2017; LaFerla & Green, 2012; Oddo
et al., 2003). Aunque la EAf es menos frecuente, los fenotipos patolégicos son similares a la EAe (Drummond
& Wisniewski, 2017; LaFerla & Green, 2012; Oddo et al., 2003). Existen algunos modelos, como los
transgénicos en raton, que permiten estudiar los mecanismos moleculares de la proteinopatia inicial y otras
caracteristicas patoldgicas relacionadas con el trastorno humano, algunos desarrollan una cascada
neurodegenerativa mas completa (LaFerla & Green, 2012; Oddo et al., 2003), pero queda claro que no todos
los eventos fisiopatologicos que ocurren en la enfermedad humana estan representados.

Los modelos animales han desempefiado un papel fundamental en la definicion de los mecanismos fisiopatoldgicos y
preventivos; destacan, el modelo transgénico de raton APP/PS1, que expresa un precursor de proteina amiloide
quimérica (combinando el gen humano y el gen de ratén) asi como el gen de la preselinina-1 humano mutado
(Jankowsky et al., 2005), el modelo triple transgénico de raton APP/PS1/P301L que expresa los dos genes
anteriormente mencionados, asi como un gen de proteina Tau humana con la mutacion P301L que imita la
fosforilacion anémala de la misma, este modelo parece ser uno de los mas completos pues los ratones
desarrollan placas A, asi como alteraciones de la plasticidad sinaptica y en la LTP (Oddo et al., 2003).

El modelo transgénico de ratén P301S expresa la proteina Tau humana con una mutacién que imita la hiperfosforilacién
patoldgica. Estos ratones comienzan a manifestar pérdida neuronal y atrofia cerebral a partir de los 8 meses de
edad, comenzando por el hipocampo y avanzando hacia otras regiones del cerebro. Ademas, desarrollan
patologia neurofibrilar similar a las NFTs en humanos en el hipocampo, la neocorteza y otras regiones como la
amigdala, sumado a esas alteraciones muestran activacién de la microglia, aunque no desarrollan placas
seniles (Yoshiyama et al., 2007). Estudios morfolégicos de este modelo describen disminucién de la densidad
de espinas dendriticas durante la progresién de la patologia neurofibrilar en los penachos de las neuronas
piramidales de la capa V' y aumento en el tamafio (area y volumen) y longitud de éstas (Yoshiyama et al., 2007).
Ademas, demuestran que la pérdida de espinas dendriticas tiene lugar por la presencia de proteina Tau
anormalmente fosforilada, lo cual implica que las especies pre-fibrilares de la proteina Tau hiperfosforilada ya
podrian ser téxicas o causantes de alteraciones a nivel morfoldgico en las neuronas (Yoshiyama et al., 2013).

En la pagina de http://www.alzforum.org/research-models/5xfad se tiene el registro de 214 modelos animales, todos ellos
basados en modificaciones genéticas. 197 en ratones y 17 en ratas. Estos modelos miden cambios en:

Placas BA

Marafas neurofibrilares

Pérdida neuronal

Gliosis

Pérdida sinaptica

Cambios en la relacion LTP/LTD
Deterioro cognitivo
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Los modelos transgénicos simulan un proceso fisiopatologico parecido a la EAf que se desarrolla por las alteraciones
genéticas en individuos jovenes.

Desde 1995, se han generado méas de 100 modelos de raton transgénico de la EA en los que se sobre expresa la APP
o0 el DNAc de APP/PS1 (modelos de 12 generacién), muchos de estos modelos recapitulan la sobreproduccion
y acumulacion de BA y la neuroinflamacion, pero han tenido algunos problemas como; letalidad temprana
inducida por deficiencia de calpastatina, activacién de calpaina, muerte celular neuronal sin patologia Tau,
estrés del reticulo endoplasmico y activacion del inflamasoma (Sasaguri et al., 2022). Después se desarrollaron
modelos de ratén knock-in con las mutaciones Sueca y Beyreuther/lbérica con o sin la mutacién Artica
(AppM-6-F 'y App N-F mice) (modelos de 22 generacion), estos modelos presentan patologia PA,
neuroinflamacion y deterioro cognitivo de una manera dependiente de la edad, este modelo se utilizd con éxito
en el modelamiento de la patologia BA, en dilucidar los roles diferenciales de la neprilisina y la enzima
degradadora de insulina en el metabolismo de los BA, y en la identificacion de subtipos de receptores de
somatostatina implicados en la degradacion de los BA por neprilisina, la debilidad de este modelo es que la
patologia puede requerir hasta 18 meses para que sea evidente. Después, se generd una linea de doble knock-
in portadora de las mutaciones App M-=Fy PsenP"7LMT (modelo de 32 generacion), cuyo efecto patogénico es
sinérgico y exhiben mas patologia de BA con nuicleo denso y neuroinflamaciéon (Sasaguri, 2022). Hay un modelo
de ratones knock-in con Tau humana, usando estos ratones, se descubrio el ligando carboxiterminal PDZ de la
Oxidonitrico sintasa neuronal (CAPON), como un mediador que vincula la patologia Tau con la
neurodegeneracion y mostré que la humanizacion de TAU promueve la propagacion patoldgica de Tau
(Sasaguri, 2022).

Existen también los modelos inducidos, en los que se inyecta o expone al animal en forma aguda o cronica a una
sustancia que provoca dafio neuronal especifico y similar al que ocurre en la EA (LaFerla & Green, 2012; Oddo
et al., 2003). Uno de los modelos murinos inducidos mas importante y ampliamente utilizado de
neuroinflamacion y neurodegeneracion inducida es la inyeccion periférica de lipopolisacaridos (LPS), el LPS
inyectado periféricamente induce una variedad de efectos centrales mediados, en parte, por citocinas
proinflamatorias liberadas principalmente de la microglia, sin embargo, a pesar de la abundante literatura
disponible, los datos sobre la presencia de las principales citocinas proinflamatorias en el cerebro después del
desafio con LPS difieren segun los diferentes autores, las discrepancias en los resultados reportados podrian
deberse a diferencias metodoldgicas: LPS o cepa de ratdn utilizada, sitio de inyeccién, cantidad de LPS
aplicada, tiempo después de que los ratones inducidos fueron sacrificados, etc. (Nava-Catorce & Gevorkian,
2016). El uso del modelo de LPS en la dilucidacion del mecanismo fisiopatolégico de la EA tiene la desventaja
de ser inespecifico ya que representa todas las patologias que presentan neuroinflamacion y
neurodegeneracion. El grupo de Sasaguri (2022) propuso un modelo de AD en tities comunes
(Callithrixjacchus), los tities poseen funciones fisiologicas, estructuras cerebrales y comportamientos
cognitivos y sociales complejos similares a los de los humanos, su pequefio tamafio corporal, fecundidad y altas
funciones cognitivas suman ventajas al modelo, respecto a la investigacién de la EA, la secuencia de
aminoacidos de A en tities es idéntica a la de los humanos, los tities wild envejecidos comienzan a acumular
BA a partir de los 7 afios de edad y los tities adolescentes presentan hiperfosforilacién Tau, pero no formacion
de NFT (Sasaguri, 2022).
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2.9 PRUEBAS CONDUCTUALES

Las tareas utilizadas en modelos murinos de EA incluyen el laberinto acuatico de Morris, el laberinto de brazos radiales,
el laberinto en T y la tarea de reconocimiento de objetos (fig. 16) (Ameen-Ali et al., 2017). El laberinto acuatico
de Morris se utiliza para evaluar memoria espacial, el deterioro de la memoria se demuestra si no hay
disminucién en la latencia de escape. En el laberinto radial se evalia la memoria de trabajo espacial por el
numero de veces que los brazos sin recompensa son visitados. El laberinto en T evallia la memoria espacial,
el deterioro se demuestra si el animal no recuerda el brazo que tiene la recompensa. En el laberinto en Y, el
deterioro se demuestra si el animal no muestra una tendencia a alternar entre los tres brazos. Reconocimiento
de objeto familiar, el deterioro de la memoria espacial se evalla a través de la exploracién igual de ambos
objetos (Ameen-Ali, 2017).
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Figura 16. Pruebas conductuales utilizadas en modelos de EA. Laberinto acuatico de Morris, Laberinto radial, Laberinto en T, Laberinto en Y, Reconocimiento de
objetos. Tomado de Ameen-Ali et al., 2017.

Modelado de trastornos neurodegenerativos en murinos

Al evaluar un modelo se analiza qué tan bien, y en qué aspectos, el modelo de la EA simula las alteraciones fisioldgicas,
cambios neuropatoldgicos y cognitivos asociados con la EA humana. El uso de modelos transgénicos ha
ayudado a desarrollar la comprension de la EA, no solo en términos de la patologia de la enfermedad, sino
también con las deficiencias cognitivas (LaFerla & Green, 2012; Neff, 2019). Un reto fundamental en el uso de
estos modelos es que placas BA y las NFT a menudo se encuentran entre los cambios patoldgicos tardios,
después de la pérdida neuronal y la gliosis, momento en que la oportunidad de aplicar una terapia con éxito es
menor (LaFerla & Green, 2012; Neff, 2019).

2.10 CONTAMINACION AMBIENTAL Y VANADIO

La exposicién a la contaminacion ambiental esta claramente asociada con el dafio a los sistemas respiratorio vy
cardiovascular, sin embargo, los efectos neuroldgicos estan poco claros. Algunos estudios han evaluado el
papel de gases como Os, particulas suspendidas o metales, en alteraciones del SNC, incluyendo migrafia,
cefalea, patologia cerebrovascular, EA y enfermedad de Parkinson (Liu et al., 2020; Calderon-Garciduefias et
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al., 2019; Jellinger, 2013). El grupo de Calderén-Garciduefias (Calderon-Garciduefias et al., 2019) report6 que
la exposicién a la contaminacion del aire se asocia con la neuroinflamacion en nifios y perros sanos en la Ciudad
de México concluyendo que la exposicién a la contaminacion del aire debe considerarse un factor de riesgo
para las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, y los portadores del alelo APOE 4 podrian tener un mayor
riesgo de desarrollar la EA si residen en un ambiente contaminado.

El estrés oxidativo es un factor desencadenante de la EA, alteraciéon que genera desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes con predominancia de oxidantes. Varios mecanismos pueden contribuir al estrés oxidativo,
incluyendo disfuncién mitocondrial, acumulacién de A, Tau hiperfosforilada y neuro inflamacién (Calderén-
Garciduefias et al., 2019).

Los metales representan una categoria de contaminantes ampliamente distribuidos, tienen la tendencia de acumularse
en los tejidos y son potencialmente téxicos incluso a bajas concentraciones (Jellinger, 2013). EI'V pertenece al
grupo de los metales de transicion y esta presente en los contaminantes del aire y del suelo en las ciudades
debido a la combustién de materiales fosiles. Forma numerosos compuestos inorganicos (sulfato de vanadil,
metavanadato de sodio, ortovanadato de sodio y pentéxido de vanadio (V20s)), asi como complejos con
compuestos organicos (BMOV, BEOV, METVAN) (Tracey, 2007).

2.11 VANADIO - UN EFECTO BIFASICO

Biolégicamente, los compuestos de V tienen efectos duales; es esencial en cantidades traza (0.05 uM) y toxico en exceso
(> 10 uM) (Nielsen, 1991). A bajas concentraciones, se ha encontrado que el V ejerce un efecto benéfico sobre
el crecimiento y las funciones fisioldgicas de algunos microorganismos, plantas y hongos (ver fig. 17) (Scibior
et al., 2020). Se han descrito sintomas de deficiencia de V en aves, pollos, ratas, conejillos de indias y cabras
(Nielsen, 1991). La toxicidad de los compuestos de V depende de; la especie, la via de administracion (ingestion
<inhalacion < parenteral), la valencia del V en el compuesto (los compuestos vanidil V** son menos toxicos que
los vanadatos VV*5), la dosis, y duracion de la exposicion (ver fig. 18.) (Scibior et al., 2020).
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Tabla Il. Efectos terapéuticos del vanadio (Scibior et al., 2020)

Efecto

Mecanismos farmacolégicos del vanadio

Antiviral

Inhibir la actividad de la transcriptasa inversa viral (RT).
Unién de complejos V a molécula CD4 y co-receptor de quimiocina CXCR-4.

Antibacteriano

Inhibicién de la Na+/K+-ATPasa

Generacion de ROS.

Impacto en el transporte de sustratos

Induccién de la salida (K+) de la célula Interaccion con la topoisomerasa tipo Il (girasa).

Interaccion con el DNA de manera alternada

Interaccién con componentes del citoesqueleto.

Otros mecanismos de accion inespecificos de los complejos V que permiten que el complejo penetre en la pared
hidrofobica.

Antiparasitario

Intercalacion de complejos V en DNA.

Inhibicién de la actividad de las fosfatasas.

Inhibicion de la actividad de la fosfatasa acida (SAcP).

Activacion de la respuesta de macréfagos/tipo Th1 con la liberacién de ROS y citoguinas proinflamatorias

Antifungico

Interacciones con el DNA por intercalacion.
Inhibicién de la biosintesis de ergosterol.

Antineoplasico

Intensificacion de la generacion de ROS.

Inhibicién del ciclo celular por hiperactivacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK.

Participacion de V en la supresion de la transformacion neoplésica a través de la sefializacion apoptética y/o la
detencion del ciclo celular.

Interacciones de V con los componentes del huso, intercalacion con DNA.

Potenciacion de la actividad anti proliferativa

Inhibicién de la actividad de la metastasis tumoral de la topoisomerasa IB

Antidiabético

Accion inhibitoria de la proteina tirosina fosfatasas (PTP).

resultados del efecto del antagonismo relacionado con la similitud estructural de los aniones vanadato (VO43*-) con
los aniones fosfato (PO43).

Inhibicién de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) responsable de la inactivacién del receptor de insulina
(INS-IR).

Aumento en el nimero de transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4) en la membrana celular.

Afecta al receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-IR) por inactivacion de la PTP asociada.
Activa las proteinas tirosina cinasas receptoras y no receptoras (PTK).

Estimula la glucogenogénesis.

Inhibe la glucogendlisis y la gluconeogénesis.

La interaccion con las membranas es importante en la estabilizacion de los complejos V, y los cambios
estructurales en las proteinas de la membrana contribuyen con los mecanismos y las toxicidades insulino-
miméticas.

Cardioprotector

El efecto inhibidor de ROS sobre la actividad de PTP-1B.

Inhibicién de la actividad de PTP y activacion de la via de sefializacion de la 3-fosfatidilinositol cinasa (PI3-
K)/proteina cinasa Akt (PI3K-Akt). Akt, conocida como proteina cinasa B (PKB), es responsable de la fosforilacién
de muchas proteinas diferentes involucradas en procesos celulares como proliferacion, crecimiento, migracion y
metabolismo y juega un papel importante en la regulacién de hipertrofia miocardica y en angiogénesis.

Neuro protector

Activa la via de sefalizacion PI3K-Akt (sefiales de supervivencia) inhibiendo a la ptP, inactivando asi a los
miembros de la familia FOXO (como FKHR, FKHRL1, AFX) lo que resulta en la supresion de la expresion de
factores inductores de apoptosis como los ligandos Bim y Fas (FasL).

Activacion de la cinasa regulada por la sefial extracelular (ERK)

Hipocolesterolémico

El blogueo de la utilizacion del mevalonato forma 3-HMG-CoA en una reaccion catalizada por HMG-CoA
reductasa que se transforma en isopentenil-5-pirofosfato (IPP) en reacciones de fosforilacion/descarboxilacion.
Aumento del catabolismo del colesterol.

Estimulacion de la actividad de la lipoprotein lipasa (LPL).

Anti-obesidad

El aumento de la actividad de PTP-1B bloquea la tirosin cinasa 2 de Janus (JAK2), lo que resulta en el bloqueo de
la sefializacion de leptina (JAK2/STAT3) y de la cascada de fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3-K) involucrada en la via
de sefializacion de la insulina (INS) y la leptina (LEP). Por lo tanto, la sefial del INS y LEP esta bloqueada.

La inhibicién de la actividad del vanadio PTP-1B lleva a la activacion de la via de sefializacion de la leptina
JAK2/STAT3 y por lo tanto inhibe la sintesis del neuropéptido Y (NPY) y su liberacion en el hipotalamo. En
consecuencia, el apetito, la grasa y el peso corporales se reducen.

También hay un aumento en la sensibilidad a la leptina (LEP-S) y a la insulina (INS-S) y una disminucion en la
resistencia a la insulina (INS-R) y la leptina (LEP-R).
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Figura 17. Efectos bioldgicos del Vanadio. El V tiene una serie de efectos metabolicos; inhibe la glucogendlisis y estimula glucogénesis y gluconeogénesis, ademas
estimula o inhibe algunas enzimas glucoliticas. Participa en la mineralizacion 6sea, el metabolismo tiroideo, la permeabilidad de la membrana, y la afinidad
de la hemoglobina. Es importante en la regulacion de fosfatasas y cinasas. Y disminuye la accién de las lipasas inhibiendo la produccion de colesterol,
triglicérido y otros lipidos (Hecho con BioRender basado en Scibior et al., 2020).

Utilizando modelos animales se ha demostrado que el V cruza la barrera hematoencefalica (BHE) y se acumula en el
cerebro generando lesiones inflamatorias y desmielinizantes (Ngwa et al., 2017). La absorcién de compuestos
de V depende de su solubilidad y del aclaramiento alveolar y mucociliar, que determinan la tasa de absorcion
en el tracto respiratorio (INCHEM, 2001). Alrededor del 25% de los compuestos solubles de V se absorben por
vias respiratorias, el V absorbido a través del tracto gastrointestinal, los pulmones o las vias parenterales se
transporta en la sangre principalmente como vanadilo, unido principalmente a transferrina y albumina, la
distribucidn del V es rapida, inicialmente se observan altas concentraciones en rifién, higado y pulmones, se
acumula en el higado, rifién, bazo, musculos, cerebro, pulmones, y hueso (Rehder, 2013).

Existen estudios epidemiolégicos que muestran asociacion entre la exposicién al V'y el deterioro de la salud reproductiva
en hombres, bajo peso al nacer y ruptura prematura de membranas fetales, psicosis maniacodepresiva y déficits
neuroconductuales (Cooper, 2007; Li et al., 2013; van Leeuwen, 2000). La via respiratoria es la via mas
probable de exposicion ambiental y ocupacional al V. El vinculo entre el tracto respiratorio superior y el bulbo
olfatorio, a través de las neuronas olfativas que atraviesan la placa cribiforme se propone como una ruta directa
a través de la cual los contaminantes del aire pueden ingresar al cerebro (Calderon-Garciduenas et al., 2003).
Por lo tanto, el cerebro es un blanco potencial para la toxicidad inducida por el V. En un estudio de trabajadores
expuestos a V-0s, (Barth et al., 2002) reportaron déficits en el rendimiento visuoespacial y la atencién en
relacidn con los individuos no expuestos.
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Figura 18. Resumen de los mecanismos de toxicidad y factores que participan en el efecto del Vanadio. En el lado derecho se esquematiza que la toxicidad depende
de; dieta, compuestos, valencia, dosis, via de exposicion, tiempo de exposicion sexo y especie. En el lado izquierdo se esquematiza algunos de los
procesos alterados el vanadio; activacion de metales de transicion, disminucién de las defensas antioxidantes, aumento de las ROS, alteracion en el
citoesqueleto y la formacion de gametos, lipoperoxidacion de membranas celulares, activacion de la via de las caspasas y produccidn de ROS en las
mitocondrias, activacién de oncogenes, y alteracion en el funcionamiento de muchos 6rganos. Hecho con BioRender basado en (Scibior et al., 2020).

2.12 PENTOXIDO DE VANADIO

El V2,05, que contiene V*5 (el estado de oxidacién mas alto *9) es la forma de vanadio mas tdxica, llega facilmente a la
superficie alveolar, posteriormente entra en la circulacién directamente y se difunde en todo el organismo
induciendo diversas lesiones (fig. 19) (Avila-Costa, 2005; Tracey, 2007). El riesgo de envenenamiento con la
forma V*5 esta en constante crecimiento debido a su extensa liberacion en el ambiente por parte de la industria
metallrgica, las plantas quimicas, las refinerias de petrdleo y las plantas de calefaccién de carbén y mazut (van
Leeuwen, 2000).

Figura 19. Entrada del V.05 al SNC. EI V,0s inhalado entra al tracto respiratorio superior y al bulbo
olfatorio a través de las neuronas olfativas que atraviesan la placa cribiforme se propone @
como una ruta directa al cerebro, haciéndolo un blanco potencial para la toxicidad inducida
por V. Creado con BioRender (Avila-Costa et al., 2005).

2.13 TOXICIDAD DE V705

Los estudios de la toxicidad del V en animales se han realizado principalmente en murinos (Tabla Ill), la neurotoxicidad
por V depende de la dosis acumulada, la velocidad a la que se administra la dosis, la via de exposicion v, los
criterios de valoracién seleccionados(Azeez et al., 2016; Folarin et al., 2017; Garcia et al., 2005). Estudios en
ratones mostraron que el hipocampo, el cuerpo calloso y el cerebelo son las principales areas afectadas por el
estrés oxidativo inducido por V (por ROS (Reactive Oxigen Species) y lipoperoxidacion), este dafio conduce a
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cambios morfologicos en neuronas, astrocitos, microglia y dafio de la mielina, el dafio oxidativo en hipocampo
y cerebelo después de la exposicion al V resulta del desequilibrio redox (Azeez et al., 2016; Folarin et al.,
2017; Garcia et al., 2005; Olaolorun et al., 2021; Soazo & Garcia, 2007). La exposicion a V>0s genera
disminucion en la deambulacion y aseo en ratones (Azeez et al., 2016); este grupo reportd recuperacion de la
fuerza muscular pero no de la actividad motora después de la exposicion durante tres semanas al V. Folarin
(2017) reportd déficit de memoria espacial medida en el laberinto de Morris después de la exposicién a V
(Folarin et al., 2017).

Tabla Ill. Efectos toxicos del V205

Organo Efecto adverso

Pulmones | Aumento de citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a en el epitelio bronquial.

Cambios inflamatorios en el pulmén.

La inhalacion de V205 puede dafiar los pulmones vy las vias respiratorias, posiblemente involucrando neumonitis quimica
aguda, edema pulmonar y / o traqueobronquitis aguda (Nemery, 1990). Los sintomas incluyen irritacion e inflamacion de
las membranas mucosas, las fosas nasales y la faringe.(Rehder, 2013).

Sistema circulatorio | Trombocitosis

Inflamacion e hiperfosforilacion.

Alteraciones en el citoesqueleto por inhibicion en la polimerizacion de actina y tubulina.

Crénicamente, la exposicion a metales en el aire, incluido el V, puede provocar alteraciones en la funcion auténoma cardiaca.
El V induce trombocitosis y puede estar asociado con diversas enfermedades tromboembdlicas (Gonzélez-Villalba et al.,
2007).

Higado | Inflamacion cronica y meganucleos en hepatocitos (20-30 pm).

Mayor nimero de hepatocitos binucleados y trinucleados.

Estrés oxidativo (semana 6 de exposicion a la inhalacion).

La exposicion aguda a V es un potente inhibidor de muchas enzimas, mientras que estimula la adenilato ciclasa.
Crénicamente, los cambios histopatoldgicos observados incluyeron congestion de la vena central con pequefias
hemorragias dispersas y degeneracion granular de los hepatocitos (Cooper, 2007)

SNC | Laexposicion al V20s tiene manifestaciones fisiolégicas importantes en el sistema nervioso. Produce la pérdida
dependiente del tiempo de las espinas dendriticas, muerte celular necrética y alteraciones considerables del neuropilo del
hipocampo CA1, asociado con deterioro de la memoria espacial (Montiel-Flores et al., 2021). Ademas, hay disminucion del
numero de neuronas inmunorreactivas a la tirosina hidroxilasa en la substatia nigra pars compacta del 40% (en los modelos
relacionado con Enfermedad de Parkinson hay una disminucién mayor al 60%) (Avila-Costa et al., 2004). Dentro del
epitelio ependimal, la inhalacion de V.0s provoca la pérdida de cilios y el desprendimiento de la capa celular, el dafio hace
permeable al epitelio y promueve el acceso de mediadores inflamatorios al tejido neuronal subyacente, lo que causa
lesiones y muerte neuronal (Avila-Costa et al., 2005). En los seres humanos, la exposicion crénica da lugar a sintomas
generales que incluyen alteraciones nerviosas, sintomas neurasténicos o vegetativos (Cooper, 2007).

Rifiones | Engrosamiento de la capa muscular de las arteriolas.

Alteraciones en la morfologia de las células tubulares, aumento del estrés oxidativo. El dafio incluyé una marcada
degeneracion granular del epitelio de los tbulos renales Los cambios histoldgicos dosis-dependientes incluyeron focos
microhemorragicos corticomedulares en los rifiones (Domingo et al., 1985).

Testiculos | Necrosis y apoptosis en células espermatogénicas.

Reduccion progresiva de actina en células testiculares.

Reduccion de y-tubulina en células germinales, de Sertoli y de Leydig.

Los resultados incluyen alteraciones en la espermatogénesis (necrosis de espermatozoides, espermatocitos y células de
Sertoli) (Mussali-Galante et al., 2005).

Mecanismos de toxicidad del vanadio

Intracelularmente, el vanadato es reducido por los antioxidantes intracelulares (principalmente glutation (GSH) a vanadil,
con la consecuente produccion de EROS, en presencia de perdxido de hidrégeno (H20,), el vanadil se oxida a
vanadato en una reaccién tipo Fenton haciendo que el V tetravalente y pentavalente sea estable e
interconvertible en un ciclo redox y generando radical hidroxilo (OH) (fig. 20-2,4) (Beyersmann & Hartwig,
2008). El OH- desencadena reacciones adicionales que generan superoxido que es dismutado
espontaneamente por la superoxido dismutasa (SOD), a oxigeno y H.0; (fig. 20-2). El H20, reacciona con
vanadil para producir mas OH-. El vanadil también reacciona con O para generar anién superdxido y vanadato
(Evangelou, 2002). Otros mecanismos por los cuales el V produce ROS incluyen, liberacién de hierro de la
ferritina y fuga de electrones de la cadena de transporte de electrones (Complejos Il 'y IIl) en las mitocondrias
(fig. 20-4)(Azeez et al., 2016).
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La formacién de EROS y la peroxidacion de lipidos de las membranas celulares genera desmielinizacion, agregacion de
proteinas, activacion de procesos mutagénicos de DNA, e induccidn de apoptosis (fig. 20-3) (Fatola etal., 2019).
Hosseini et al., (2013) reportaron reduccién en los niveles de GSH activo en cultivos mitocondriales tratados
con vanadato, ademas de dafio en la membrana mitocondrial causando la apertura del poro de transicion de
permeabilidad de la membrana mitocondrial (MTP) que conduce a edema y liberacién de citocromo C, seguido
por la activacion de la cascada de caspasas (y apoptosis). La apertura de los MTP también puede conducir a
la deplecion de ATP y necrosis. El vanadato reacciona con los grupos tiol de las enzimas antioxidantes y
produce vanadil y radical tiilo, disminuyendo los niveles de antioxidantes (fig. 20-2) (Beyersmann & Hartwig,
2008). El vanadato inhibe y estimula varias enzimas involucradas en las vias de sefializacion como las
ATPasas, las fosfatasas (por ejemplo, fosfotirosin fosfatasas (PTP)) y las cinasas. Debido a su homologia
estructural con el fosfato, el V se une reversiblemente a los sitios cataliticos de las enzimas, lo que resulta en
su inactivacion temporal (Crans et al., 2010). EI V también puede unirse a los residuos de cisteina en las
proteinas que a después reaccionan con H;O. para formar iones pervanadato que oxidan e inactivan
irreversiblemente los residuos de cisteina, residuos necesarios para la actividad catalitica de las enzimas (Crans
et al., 2010). Los compuestos de V también pueden estimular la fosforilacion de la protein tirosin cinasa (PTK)
y la activacion de la cascada de MAPK activando la transduccion de las sefiales responsables de la produccion
de citocinas inflamatorias (fig. 20-3)(Fatola et al., 2019).
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Figura 20. Mecanismos de toxicidad del vanadio en el sistema neural 1. Entrada a la célula: El V entra en la célula en forma de vanadio o como vanadato
transportado por ferritina a través de transportadores activos o canales anionicos; reacciona con el oxigeno para generar superéxido y vanadio
pentavalente (vanadato) 2. Estrés oxidativo. Una vez en la célula, el vanadato reacciona con las enzimas antioxidantes celulares como la superoxido
dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa (GSH). La presencia de vanadato dentro de la célula genera un estado prooxidante y un aumento de ROS
(H202, Oz, OHe), lo que lleva a un estado de estrés oxidativo. 3. Inflamasoma y peroxidacion lipidica: V205 inhibe PTP (proteina-tirosin-fosfatasa) a
través de residuos de cisteina, induciendo a la PTK (proteina-tirosina-quinasa) a aumentar la fosforilacion de MAPK, lo que conduce a la hiperactividad
de PLA2 (fosfolipasa A2) y, en consecuencia, aumenta la COX2 (ciclooxigenasa 2) estimulando el proceso de inflamacion y gliosis. Del mismo modo, la
hiperactividad de PLA2 causa lipoperoxidacion y desmielinizacién. 4. Dafio mitocondrial: La generacidn de ROS inducida por V es responsable de la
liberacion del citocromo C mitocondrial y la posterior activacion de las caspasas 9y 3, y la activacién proteolitica dependiente de caspasa de la protein
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quinasa C 3, que a su vez induce dafio en el DNA y la apoptosis. 5. Acumulacion de BA. El estrés oxidativo, V20s y Tau hiperfosforilada, desencadenan
que la APP siga la ruta amiloidogénica generando acumulacién de BA y formacion de placa. Parece que V20s podria inducir la enfermedad debido a su
capacidad para generar ROS, dafar el tejido neural a través de la alteracion del DNA y la oxidacién de lipidos y proteinas. El exceso de ROS puede
generarse a partir de mecanismos como la disfuncién mitocondrial y/o la acumulacidn aberrante de metales de transicion como V, mientras que la
acumulacion anormal de proteinas BA y Tau parece promover el desequilibrio redox. El estrés oxidativo resultante ha sido implicado en la neurotoxicidad
inducida por BA o Tau. Ademas, la disfuncion mitocondrial y la produccion de ROS se han asociado con la EA. Todos estos son productos conocidos del
estrés oxidativo activados por vanadio y ofrecen una base para que este compuesto tenga un papel en la EA. 6. Hiperfosforilacién inducida por
vanadio. EI V205 induce la hiperfosforilacion de la proteina Tau en los microtubulos, causando inestabilidad del citoesqueleto y la formacién de filamentos
helicoidales pareados, que a su vez producen NFT; asimismo, el V205 inhibe la polimerizacién de actina, causando pérdida de las espinas dendriticas.
Hecho con BioRender.

Neurotoxicidad. En un estudio del efecto neurotoxico del V.Os en las neuronas dopaminérgicas, Ngwa et al., (2009)
encontraron que la generacién de ROS inducida por V es responsable de la liberacion del citocromo C
mitocondrial y la posterior activacion de las caspasas 9 y 3, y de la activacion proteolitica dependiente de
caspasa de la protein cinasa C & (PKCa), la inhibicion de la PKCa atenta el dafio del DNA inducido por Vy la
apoptosis (fig. 20-4). En la neurotoxicidad por V existe mas de un mecanismo de toxicidad: estrés oxidativo,
pérdida de homeostasis de hierro, hipoxia y activacidn de la via de sefializacién cinasa c-Jun N-terminal, (JNK)
(Olaolorun et al., 2021).

Efecto neurotdxico de V20s en humanos. Li y su grupo (2013) realizaron un estudio en humanos sobre exposicién
ocupacional a V analizando mediciones de NCTB (Neurobehavioral Core Test Battery) y la onda P300 (potencial
evocado que puede ser registrado mediante EEG, asociado con una reduccion en la amplitud en pacientes con
EA (Hedges et al., 2016)), ellos reportaron cambios medibles en el rendimiento neuroconductual de los
trabajadores; el V induce un estado de estrés oxidativo en el SNC, las principales areas afectadas por la
generacion de ROS mediados por V fueron el hipocampo y el cerebelo (Li et al., 2013). La exposicién crénica
se asocio con el aumento de emociones como ira-hostilidad, depresidn-abatimiento y fatiga-astenia, ademas
de disminucion de la coordinacién motora, memoria de corto plazo y velocidad de reaccién (Li et al., 2013). Los
trabajadores expuestos a V tuvieron peores resultados en pruebas de memoria auditiva, percepcion y velocidad
de movimiento, coordinacién precisién y velocidad de operacién (Li et al., 2013). El tiempo de respuesta probado
con el P300 de los trabajadores expuestos a V fue mas largo (Li et al., 2013). Ya que el V es ampliamente
utilizado en aplicaciones industriales, el aumento de la concentracién de este elemento en la atmdsfera debido
al rapido desarrollo de la industria exige la evaluacion de su toxicidad y mecanismos de accion relacionados.

2.14 HIPERFOSFORILACION (HIPERVANADILACION) DE Tau

Las NFT se componen principalmente de proteina Tau hiperfosforilada, aunque algunos mecanismos todavia no estan
claros, se ha reportado un desequilibrio entre cinasas y fosfatasas como la causa directa de la hiperfosforilacion
y la disfuncién de la sinapsis en la EA (Hanger, Seereeram, et al., 2009), en los cerebros de pacientes con EA
las actividad de cinasas estan aumentada y la actividad de fosfatasas Tau reducida, (Yoshiyama et al., 2007),
el vanadato es un inhibidor de la fosfatasa de amplio espectro que inhibe especificamente las proteinfosfatasas
2A (PP2A) y las protein tirosinfosfatasa 1B (PTP1B), fosfatasas implicadas en la EA; el vanadato induce la
hiperfosforilacién de Tau y estrés oxidativo (Korbecki et al., 2015, por lo tanto, se observan dafios similares a
los encontrados en la EA (fig.21).
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Figura 21. Relacion de la inhalacion de V205 con la hiperfosforilacion de Tau. El V.05 causa alteracion en cinasas y fosfatasas, que junto con la sustitucion de
fosfato por vanadato lleva a la hiperfosforilacién de Tau que genera la formacién y acumulacion de NFT y dafio neuronal. Hecho con BioRender basado
en (Hanger, Anderton, et al., 2009; Korbecki et al., 2015; Yoshiyama et al., 2007)

Importancia de Tau en la formacién del citoesqueleto. El citoesqueleto de las neuronas y otras células consta de tres
componentes: microtubulos, filamentos intermedios, y microfilamentos. En las micrografias electronicas, los
microtdbulos aparecen como cilindros huecos con un didmetro exterior de unos 25 nm, la pared de estos
cilindros esta formada por 13 protofilamentos compuestos de subunidades globulares a y 3 ensambladas por
las proteinas asociadas a microtubulos (MAP) entre las cuales se distinguen las de alto peso molecular (MAP
1, 2 etc.), y las de bajo peso molecular denominadas proteinas Tau (Ulrich, 1993), en la neurona normal, la
proteina Tau se localizan principalmente en el axon y las MAPs 1y 2 en las dendritas (Ulrich, 1993). Estos
microtbulos asociados a proteinas forman puentes cruzados entre los diversos elementos del citoesqueleto,
junto con los filamentos neuronales, los microtubulos son responsables del mantenimiento de la forma de la
neurona, el transporte axonal y dendritico, cambios de forma y extensidn durante el crecimiento, la reparacion
y la adaptacién a procesos patolégicos, y la formacion y funcionalidad de las espinas dendriticas (Ulrich, 1993).
Los filamentos intermedios son ultraestructuralmente compactos con un diametro de 8-10 nm, su funcion
principal es el mantenimiento de la forma celular, los neurofilamentos estan interconectados con otros
neurofilamentos y microtibulos, son particularmente prominentes en el axén, donde se organizan en haces y
donde su nimero aumenta con el diametro axonal, los neurofilamentos se extienden ininterrumpidamente por
distancias considerables, constan de tres unidades, el componente ligero (68 kD), el componente medio (150
kD) y el componente pesado (200 kD), las proteinas de los neurofilamentos, como las proteinas MAP-tau, estan
fosforiladas en el axén, pero no en el pericarion o en las dendritas (Ulrich, 1993). Los microfilamentos o
filamentos de actina son responsables del movimiento celular; ultraestructuralmente los filamentos tienen un
grosor de aproximadamente de 6 nm y por lo general se encuentran adyacentes a la membrana citoplasmatica,
se ven mejor en los conos de crecimiento durante el desarrollo embrionario o durante los procesos de reparacion
(Ulrich, 1993).
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3. JUSTIFICACION

La investigacion sobre la EA estd en un momento complejo; a pesar de todos los recursos invertidos por mas de 100
afios en la comprension de esta enfermedad, todavia no se encuentra la cura, hasta ahora solo existen farmacos
que modifican, durante alguin tiempo, el curso de la patologia. La EA es neurodegenerativa y de mayor
prevalencia, debido al envejecimiento de la poblacién y, al aumento en la contaminacion ambiental entre otros
factores. La EA es un padecimiento que s6lo afecta a los seres humanos por lo que se han elaborado modelos
murinos humanizados que replican el origen genético de la patologia la cual es solo el 10% y que por ello no
replican del todo la enfermedad. Estos perfiles del problema hacen urgente el desarrollo de seguir en la
busqueda de modelos experimentales que representen de un modo cercano, el tipo esporadico de la EA 'y que
desarrollen el curso temporal y de la fisiopatologia de la EA. En el humano y en los modelos de murinos, los
signos patognoménicos cerebrales son las placas beta amiloides y la hiperfosforilacion de la proteina Tau que
forma las redes neurofibrilares, ambos en areas vulnerables que regulan la memoria. En este sentido
contaminantes ambientales que provoquen esta hiperfosforilacion, se proponen como candidatos para un
modelo de la EA de tipo esporadico (que es la forma en que se presenta mas del 95% de la EA), a nivel
experimental. Es el caso del vanadio que compite con el fosforo y que probablemente cause alteraciones en el
citoesqueleto de las neuronas localizadas en estas areas cerebrales vulnerables.

4. HIPOTESIS
La exposicion crénica a V205 induce la aparicion de las marcas asociadas a la enfermedad de Alzheimer en un modelo
murino.
5. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar si la inhalacion de V205 conlleva al desarrollo de un modelo esporadico de la enfermedad de Alzheimer
Objetivos particulares:

1. Determinar si la exposicion al V,0s compromete la capacidad cognitiva (memoria) y motora en un modelo de rata.
2. Evaluar si el efecto del V205 sobre capacidad cognitiva (memoria) y motora es transitorio.

3. Determinar las marcas asociadas a la EA en respuesta a la exposicion al V205 en un modelo de rata.
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6. ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES

Los experimentos se realizaron en ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial de 180 + 20 g. Se emplearon 40
ratas, de las cuales: 20 fueron para el grupo control y 20 para el grupo experimental. Fueron mantenidas en
condiciones de laboratorio en periodos de 12:12 horas luz/oscuridad con libre acceso al alimento y agua (fig.
22). Los animales fueron mantenidos de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Figura 22. Alojamiento de animales de acuerdo con NOM, (realizado con BioRender).

N=10

Figura 23. Estrategia experimental. Camara de inhalacion de V20s, la cuadricula representa el tiempo, los cuadros azules representan las semanas de habituacion y
entrenamiento, los cuadros amarillos representan las semanas de exposicién a V, los cuadros grises representan las semanas de exposicion a agua
destilada, los cuadros lilas representan el momento de eutanasia, y los cuadros verdes representan las semanas de recuperacion. Cada grupo estaba
formado por diez ratas (4 x 10). Los nimeros representan los tiempos de exposicion y recuperacion de los grupos control y experimental, y en la parte
inferior se ejemplifican pruebas conductuales y técnicas histologicas. Creado con BioRender.

Conducta

Antes del entrenamiento y la evaluacion, todos los animales fueron privados de alimento por 12 horas, (para incrementar
la busqueda de alimento) controlando que no perdieran mas del 10% de su peso inicial.

Laberintoen T.

Tres semanas previas a la primera inhalacion, los animales fueron entrenados en el Laberinto de “T" efectuando el
procedimiento siempre a la misma hora (11:.00 A.M) (Deacon & Rawlins, 2006), en la primera semana
(habituacion) cada rata se colocé en el laberinto (fig. 24) y permanecié por cinco minutos para que explorara
libremente, cada rata repitio esta actividad cinco veces, este procedimiento se aplicd durante siete dias. En la
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segunda semana (adquisicion fig. 24 A), se entren6 a los animales en el laberinto en T, la mitad de los animales
(n=10) hacia el brazo derecho y la mitad hacia el brazo izquierdo (n=10), al final de cada brazo (derecha o
izquierda segun el grupo) se coloco una recompensa (pellet), cada rata se puso en el extremo largo del laberinto
(inicio), se coloco una puerta bloqueando el brazo correspondiente al entrenamiento (derecha o izquierda), este
proceso tuvo un lapso maximo de 2 minutos, cada rata repitio esta actividad 10 veces. En la tercera semana se
evaluo la memoria espacial (fig. 24 B) (Deacon & Rawlins, 2006), se evalud cada grupo (derecha e izquierda)
de la siguiente manera, cada rata se colocd en el brazo largo (inicio) para dirigirse al brazo correspondiente,
cada vez que la rata llegaba al brazo correspondiente y consumia la recompensa se contaba como acierto, si
la rata se dirigia al brazo contrario se contaba como error, cada rata solo pas6 una vez y tuvo maximo dos
minutos para completar la prueba, una vez finalizada la evaluacién, ambos grupos alcanzaron por lo menos el
80% de aciertos para proceder a la inhalacion.

d
I ' ‘ 60 cm

) x -
K4 —
N _

Figura 24. Laberinto en T. A Adquisicion. La mitad de los animales son entrenados hacia la derecha y la otra mitad es entrenado hacia la izquierda. B. Evaluacion.
Cuando el animal va hacia el brazo donde recuerda que esta el alimento se considera como acierto, si camina hacia el brazo contrario se considera error.
Hecho con Biorender.

A partir de la tercera semana los animales se expusieron a la inhalacién de V,0s. Posteriormente, cada mes se evalu6
la memoria espacial con el protocolo de evaluacion antes mencionado (fig. 24) (Deacon & Rawlins, 2006).

Inhalacién

e = Los animales del grupo control se expusieron a la

=5 — inhalacién de agua desionizada, mientras que los

) animales del grupo experimental inhalaron V205 al

\ T 0.02M (fig. 25), ambos grupos una hora tres veces por

. . < . semana durante seis meses. Seis meses x 4 semanas

x 3 inhalaciones a la semana = 72 exposiciones de V05
(Avila-Costa et al., 2004).

Figura 25. Camara de inhalacion de V.Os figura creada con BioRender.
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Campo Abierto

La prueba se realizo al final de cada mes y consistié en colocar a la rata durante 10
min sobre una superficie de 1.2 x 1.2 m con cuadros en el piso de .3 x .3
m (fig. 26), y se registraron las veces que la rata cruzaba las lineas de los
cuadros, las veces que se erguia, el tiempo que ocupaba explorando, las
veces que se acicalaba, el tiempo de freezing, y las veces que defeco
durante los 10 min. También se registr el patron de locomocion de la rata
en la cuadricula durante 10 min, el recuadro rojo indica los cuadros
centrales.

Figura 26. Campo abierto. (Creado con BioRender).

Al terminar el tiempo de exposicion, 10 ratas del grupo control (10/20) y 10 ratas del grupo expuesto a V.05 (10/20) se
dejaron en recuperacion. Al terminar el periodo de exposicion o recuperacion y las pruebas conductuales se
sacrifico a los animales y se realizaron las técnicas histologicas (fig. 23).

Recuperacion

Al terminar los 6 meses de exposicién 20 animales (10 controles y 10 experimentales) fueron mantenidos durante 6
meses en las condiciones de laboratorio descritas anteriormente, para evaluar la recuperacién una vez
interrumpida la inhalacién de V-Os, durante este periodo, cada mes se evalud la memoria en el laberintoen Ty
la conducta motora en campo abierto (fig. 23).

Eutanasia por Perfusion

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (dosis letal 150mg/kg ip) y se perfundieron por via intracardiaca con
solucion salina al 0.9% y, posteriormente se les administré el fijador formaldehido al 10%, se removieron los
cerebros para procesarlos con la tincidén de rojo Congo y las impregnaciones argénticas de Bielschowsky y
Golgi.

Analisis Morfométrico

Identificacion y muestreo regional. Las regiones muestreadas se identificaron utilizando el atlas estereotaxico de rata
(Paxinos & Watson, 2006) a partir de bregma -5.04 subiculum, -2.76 CA1 -6.0 corteza entorrinal, -2.04 amigdala
y 2.28 corteza frontal.

El anélisis histolégico cuantitativo se hizo en imégenes obtenidas con un microscopio Nikon equipado con una camara
digital Canon EOS rebel por un solo observador. El estudio defini¢ la patologia BA y Tau como se describio
anteriormente (Augustinack et al., 2002; Serrano-Pozo et al., 2011). Placas 3 amiloide (marcadas con Rojo
Congo) se analizaron en tres estructuras: en el mesénquima extracelular se cuantificaron las placas 8 amiloide,
estas placas se distinguieron entre dpA y DcPBA. En los vasos se analizé la angiopatia amiloide, la CAA se
clasificé por depdsitos de BA en la tlnica media de arterias y arteriolas y se cuantificé la presencia de
vasculatura BA-positiva. En las neuronas piramidales se analiz6 la presencia de BA y distinguié entre nD, pD,
y gD, utilizando la tincion de rojo Congo. Las marafias neurofibrilares (marcadas con la técnica de Bielschowsky)
clasificadas en preNFT, iNFT y eNFT, (ver Tabla IV) (fotos representativas basadas en la descripcién de
Duyckaerts et al., 2009; Simi¢ et al., 2016; Thal et al., 2008).
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Tabla IV. Definicion de patologia BA, AAC y Tau

Placas PA difusas: zonas congofilicas extracelulares formadas
principalmente por dimerosy oligomeros de BA.

El péptido pA se deposita en las paredes de los vasos onginando la
CAA, pA40 (més soluble) es el principal constituyente de CA4
acumulandose enlatunicaintersticial del musculo liso.

nicleo citoplasma, el nucleolo se encuentra pericéntrico.

| Dafio parcial. Algunas neuronas con dano en las que se pierde la
relacion nicleo citoplasma, se nota una retraccién del citoplasma v se
tifie |a dendrita apical.

Dafio generalizado. Neuronas en las que se pierde la delimitacion del
niicleo y el soma se ve como una mancha congofilica irregular, se nota
una retraccion del citoplasma.

Premaranias o estructuras de tipo granular que contienen proteina TAU
alterada, pero que aln no han llegade a fomar fibras ¥ no son
detectables mediante los métodos de tincion especificos tradicionales,
definidos por un patrdn intracelular tau difuso, algunas veces punteado,
conlas dendritas bien conservadasy un nucleo centrada.

INFT NFT intraneuronales maduros o fibrlares (INF 15) Consisten en agregados
citoplasmaticos de tau hiperfosforilada que desplazan &l nicleo hadia |a 78
periferia del soma y alteran la morfologia de las dendritas v el segmento |.
proximal del axdn; las NFTs se localizan en la zona del soma y las
pralongaciones celulares proximales, son detectables con métodos de |
marcaje especificos y pueden tener morfologias variadas.

NFT

eNFT *Fantasma® neuronal (eNFTs) resulta de la muerte de las neuronas y es &

soma celular que desplaza al nucleo y terminan por acabar con la
viabilidad de la célula que lo contiene, formando asi las “marafias
fantasma® o NFTs extracelulares con grupos de neuritas distroficas, que
preseptan axones v dendntas edematizadas con tfincion difusa v
punteada.

Densidad de espinas dendriticas. Dendritas secundarias de neuronas
piramidales de cada estructura.

Espinas
Dendriticas




Impregnacion argéntica de Bielschowsky y tincion de Rojo Congo

El tejido se proceso con la técnica de parafina, en un microtomo de deslizamiento se obtuvieron cortes coronales de 6
Mm de grosor donde se localiza CA1, el subiculum dorsal, la corteza entorrinal, region basolateral del complejo
amigdalino y la corteza frontal; posteriormente, se proces6 con la impregnacion argéntica de Bielschowsky
(Schwab et al., 1998) y la tincién de Rojo Congo (Navarro et al., 1999). Se tomaron diez cortes al azar por cada
estructura y se analizaron las caracteristicas morfologicas intracelulares y extracelulares de los nucleos
cerebrales antes mencionados.

Andlisis histolégico.

Se analizaron éreas de 0.32x0.32 mm (320 x 320 pum)
de 10 cortes diferentes de cada una de las 5 estructuras.
Se calculd el porcentaje de neuronas piramidales que
mostraban dafio, del total de neuronas piramidales
tefiidas dentro del area (fig. 27)

0.32 mm

Se analizaron las alteraciones morfolégicas dentro de un area
de 100x100 um, de las 5 estructuras seleccionadas, en todos
los casos para hacer el analisis correspondiente se obtuvieron
imagenes digitales de los campos de interés (fig. 28).

Figura. 28. Fotomicrografia de CA1 con la tincién de Rojo Congo a un aumento de 100X. La barra verde representa 30pum.
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Impregnacién Argéntica de Golgi:

El tejido se procesd con la técnica de parafina, en un microtomo de deslizamiento se obtuvieron cortes coronales de 120
Mm de grosor a la altura de CA1, el subiculum dorsal, la corteza entorrinal, la regién basolateral del complejo
amigdalino y la corteza frontal, los cuales se procesaron mediante la técnica de impregnacion Argéntica de
Golgi y se realizd el conteo de espinas dendriticas. Para el conteo se seleccionaron 5 dendritas secundarias de
10 neuronas y se contaron las espinas en una longitud de 10 pm en cada estructura (fig. 29) (Rivas-Manzano
etal, 2021).

Figura 29. Fotomicrografia de una neurona piramidal con la tincion argéntica de Golgi. La barra muestra el &rea donde se hizo el conteo de espinas dendriticas (10
um en una dendrita secundaria de una neurona piramidal por estructura en cortes coronales de 120 pm).

Estadistica

Los valores estan expresados como el promedio (X) % error estandar de la media (SEM). Para los andlisis estadisticos
de los resultados de las evaluaciones de memoria se utilizd la prueba de Kruskal Wallis, mientras que para el
analisis morfométrico se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba post hoc de Tukey, verificando
previamente el cumplimiento de los supuestos de normalidad de distribuciones e igualdad de varianzas. El
criterio para el establecimiento de diferencias estadisticamente significativas fue de p<0.05. El software utilizado
para el analisis estadistico fue GraphPad Prism 8.
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7. RESULTADOS

7.1 CONDUCTA

Laberinto en T. Los resultados de la prueba de laberinto en T (fig. 30) muestran que los dos grupos aprendieron la
ubicacion del brazo del laberinto donde estaba el alimento, después de una semana de entrenamiento
(porcentaje de aciertos mayor a 80%). A partir de los 3 meses de exposicién a V,0s hay diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos, notandose deterioro de la memoria en el grupo expuesto
a V205, esta diferencia se mantiene a los 4 y 6 meses de exposicion. En el periodo de recuperacion (1R y 2R)
no observamos recuperacion en el deterioro de la memoria espacial. Prueba de Friedaman para mediciones
repetidas X2r=5.4444 (1, N=9) p=0.01963.

LABERINTO ENT
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Figura 30. Resultados de memoria en el laberinto en T, en el eje de las abscisas el tiempo de exposicion en meses y los meses en recuperacion. En el eje de las
ordenadas se muestra el porcentaje de aciertos (A). La linea punteada indica el momento en que se suspendié la exposicién a vanadio. Prueba de
Friedman *= p<0.05 n=10. nota la prueba se suspendié a los 8 meses (6 de exposicion + 2 de recuperacion) porque las ratas estaban muy grandes para

el laberinto que usamos.

Campo Abierto

Como un experimento preliminar se analiz la conducta de campo abierto en el grupo control y el grupo expuesto a V205
(figs. 31y 32). Los resultados de conducta en campo abierto durante 10 minutos (fig. 31) muestran disminucion
respecto al grupo control, entre los promedios de tiempo que el grupo de ratas expuestas a V20s exploran
(segmento azul), asi como aumento respecto al grupo control entre los promedios de tiempo que el grupo de
ratas expuestas a V.Os presentan freezing. Con base en estos resultados decidimos registrar y graficar las
conductas de exploracién (midiendo el nimero de lineas que cruzaba la rata) y freezing por 10 minutos, una
vez durante cada uno de los seis meses de exposicién a V20sy durante cada uno de los seis meses de
recuperacion (Figs. 33y 34).
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CONDUCTA EN CAMPO ABIERTO

exp a V205

control

evaluaciéon 10 min
mEXPLORACION m ERGUIMIENTO mACICALAM FREEZING m DEFEC

Figura 31. Promedio del tiempo durante el cual las ratas mostraron diferentes conductas en 10 minutos. Las actividades medidas fueron; exploracion,
erguimiento, acicalamiento, freezing, y defecacion.

Durante la prueba preliminar de campo abierto se observaron diferencias en las trayectorias del grupo control y del grupo
experimental. Las ratas control atravesaron varias veces los cuadros centrales en forma diagonal y mostraron

un patrén de locomocion mas disperso. Las ratas expuestas tres veces a la semana durante dos meses al V205
mostraron tigmotaxis, ya que permanecian en la periferia (Fig. 32).

L)

CONTROL V205

Figura 32. Esquema que muestra la diferencia en las trayectorias de la rata control (azul) y de la rata expuesta a V2Os (naranja) durante 10 min (trayectorias
representativas). La cuadricula representa una superficie de 1.2 x 1.2 m compuesta por 16 cuadros de .3x.3 m marcados en el piso, las lineas azul y
naranja representan el patron de locomocion seguido por las ratas del grupo control y del grupo experimental, respectivamente.

Los resultados de exploracién (fig. 33) muestran disminucion significativa en el promedio de lineas cruzadas por las ratas
del grupo experimental a partir del segundo mes de exposicion a V20s, esta disminucion se mantuvo aun seis
meses después del cese de la exposicién. Durante los dos primeros meses la disminucién en la conducta de
exploracion fue acelerada. Durante el periodo de recuperacién el promedio de la exploracion permanece
significativa y consistentemente por debajo del 80 %. ANOVA F= (1,12) =120.4; p=0.0414.
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Figura 33. Resultados de exploracion en la prueba de campo abierto, en el eje de las abscisas se encuentran los meses de exposicion seguidos de los meses
de recuperacion. En el eje de las ordenadas esta el promedio de las lineas cruzadas + el error estandar (* = p<0.05) n=10.

Los resultados de freezing (inmovilidad) (fig. 34) muestran aumento significativo de la conducta de freezing desde el
primer mes de exposicion, esta conducta aumenta durante el tiempo de exposicién y disminuye durante el
tiempo de recuperacion, aunque no desaparece. ANOVA F= (1,12) =29.02; p=0.0002.
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Figura 34. Resultados de freezing en la prueba de campo abierto, en el eje de las abscisas se encuentran los meses de exposicion a V, seguidos de los meses
de recuperacion (R). En el eje de las ordenadas esta el promedio del tiempo en segundos que las ratas expresaron freezing + SE. (*= p<0.05) n=10.
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7.2 ANALISIS MORFOMETRICO

A continuacién, se presentan los resultados con la tincién de rojo Congo (placas extracelulares, vasos y
neuronas piramidales), la impregnacion de Bielschowsky (neuronas piramidales) y técnica de Golgi
(espinas dendriticas) de: hipocampo, subiculum, corteza entorrinal, amigdala y corteza frontal (figs.
35-50).

HIPOCAMPO

Los resultados de la cuantificacién de placas BA en el hipocampo no mostraron placas en los animales control,
por lo contrario, tras seis meses de exposicion a V20s (72 sesiones) se observd aumento significativo
en el numero de BA (dBA y DcBA) ANOVA F= (3, 27) =2.657 p<0.05 (figs. 35-1 y 35-P), después del
periodo de recuperacion el numero de dA y de DcBA, aumenta (figs. 35-1y 35-P). En la cuantificacion
de CAA ANOVA F= (2,27) =12.55 p=0.0001 (fig. 35-2) se encontraron niveles bajos en el grupo control,
este valor aumenta mas de tres veces después de la exposicion (V-Os), estos niveles disminuyen tras
el periodo de recuperacion, pero no alcanzan los niveles del grupo control (fig. 35-2). Los resultados
cualitativos (fig. 35 P, C, V 'y R) muestran acumulacién de placas BA (fig. 36) y dafio en la membrana
basal y en la tinica media de la vasculatura en el hipocampo de los animales expuestos (35 V y R).
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Figura 35. 1 gréafica con los resultados de BA en CA1; en el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo expuesto a V20s (V) y el grupo de
recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas el promedio por campo de las placas amiloide difusas (dBA) y las placas amiloideas de nucleo denso
(DcBA). P muestra una fotomicrografia representativa, la flecha sefiala una placa BA en hipocampo de animales expuestos a V205 durante 6 meses. 2
grafica que muestra la cuantificacion de la angiopatia amiloide en el hipocampo de animales control, expuestos durante 6 meses a V205 y después de
6 meses de recuperacion, en el eje de las abscisas se muestra el promedio de angiopatia amiloide por campo. Fotomicrografias representativas de la
angiopatia amiloide en el hipocampo de animales control C donde se muestra la estructura de los vasos del hipocampo, las flechas sefialan capilares sin
alteraciones, en V la flecha sefiala un capilar rodeado por células congofilicas (probablemente pericitos), y en R se muestra dafio en la membrana basal
y en la tunica del capilar. En gréaficas (*=p<0.05). En las fotomicrografias se evidencian estructuras por la tincién de rojo Congo, barra=30p.m magnificacién
100x.

La cuantificacion de las neuronas piramidales de CA1 tefiidas con rojo Congo, muestra que disminuyd el nimero
de las neuronas sin alteraciones (nD); el 79% de las neuronas en el grupo expuesto (V) y el 18% de
las del grupo de recuperacion (R) no presentaron alteraciones (nD), mientras que en el grupo control
no se observaron cambios en las neuronas piramidales. El dafio parcial (pD) observado con esta
técnica paso6 de 0 en el grupo C a 5.3% en el grupo Vy 9.7% en el grupo R, y el dafio generalizado
(gD) pasé de0enC,a3.2%y5.7% en Vy R, respectivamente ANOVA F= (g 81) =320.0 p< 0.0001 (fig.
36). Los resultados cualitativos en CA1 de animales control (fig. 36 C), muestran neuronas piramidales
caracteristicas con nucleolo central, nlcleo redondo homogéneamente tefiido, citoplasma alrededor
del nucleo con una relacion nucleo-citoplasma conservada. Las neuronas de los animales expuestos
(V), presentan algunas neuronas con dafio que presentan nucleo congofilico y amorfo, pérdida de la
relacion nicleo-citoplasma y se hace evidente la dendrita apical (fig. 36 V). Las neuronas de animales
después del periodo de recuperacion presentan mayor congofilia, se observan amorfas, no conservan
la relacion nucleo- citoplasma, se marca la dendrita apical y hay retraccion citoplasmatica (fig. 36 R).
El promedio del nimero total de células piramidales de CA1 (X=nD+pD+gD) muestra una disminucion
mayor al 43% en el grupo R lo que indica una pérdida significativa de neuronas piramidales en CA1
(fig. 36).
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Figura 36. Resultados de BA en neuronas piramidales de CA1. En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo expuesto a V205 (V) y el
grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio de las neuronas sin dafio (nD las neuronas con dafio parcial (pD)
y las neuronas con dafio generalizado (gD). La linea roja representa en promedio de neuronas piramidales en C. (*=P<0.05). Fotomicrografias
representativas del dafo en neuronas piramidales de CA1 a 100X con la tincion de rojo Congo. En C (control), se muestran neuronas piramidales de
CA1 de morfologia caracteristica (neuronas piramidales CA1 sin dafio), la flecha en V (expuestas a vanadio) muestran algunas neuronas con dafio
generalizado en las que se pierde la delimitacion del nicleo y el soma se ve como una mancha congofilica de forma irregular, en R (recuperacion) se
muestran neuronas con dafio generalizado en las que se pierde la relacion nucleo-citoplasma, se nota retraccion del citoplasma y se tifie la dendrita
apical, barra=30pm.

Los resultados mostrados de la implementacion de la impregnacion argéntica de Bielschowsky en CA1 (figs. 37 1, C, V,
R) muestran marcada disminucion en el promedio de las neuronas piramidales sanas (sin marafas
neurofibrilares acumuladas, identificadas como preNFT) = 35.6 en C, a 3.1en el grupo expuesto (V) y 2.2 en el
grupo dejado en recuperacion después de la exposicion (R), ANOVA F=(s51)=992.2 p <0.0001 las neuronas
que presentan marafias neurofibrilares internas o externas y con dafio (INFT + eNFT) pasaron de 0 en el grupo
C,a30.1enelgrupoV,ya 31.7 en R (fig. 37). Los resultados cualitativos en CA1 de animales control (fig. 37
C), muestran neuronas piramidales caracteristicas (preNFT) con nucleolo central fuertemente impregnado y
bien definido, nucleo redondo argentofilico, y citoplasma alrededor del nlcleo poco impregnado. Las neuronas
de los animales expuestos (V) presentan abundantes neuronas con dafio, evidenciado por el nucleo y el
citoplasma argentofilicos, la dendrita apical se marca por la impregnacién del citoesqueleto (INFT) que la
conforma (fig. 37 V). Después del periodo de recuperacién las neuronas se observan mas impregnadas y
amorfas y hay retraccion del citoplasma (eNFT) (fig. 37 R).
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Figura 37. 1 grafica que muestra la acumulacion de NFTs en neuronas piramidales de CA1 en las abscisas control, vanadio y recuperacion y en el eje de las
ordenadas el promedio de las neuronas sin dafio (preNFT), las neuronas con marafian neurofibrilares intemas (iNFT) y las neuronas con marafias
neurofibrilares internas y externas (eNFT), (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio en el citoesqueleto de neuronas piramidales en
CA1 con la impregnacion argéntica de Bielschowsky, en C (control) se observan neuronas sin dafio con nucleo redondo y nucleolo pericéntrico mas
impregnado, en V (expuestas a vanadio) se muestran neuronas con mayor impregnacion en el nicleo y en la dendrita apical, en R (recuperacion) se
muestran neuronas argentofilicas, con la caracteristica forma de flama descrita por Alzheimer. Barra=30um. 2 densidad de espinas en dendritas
secundarias de neuronas piramidales en CA1, (*=P<0.05). En la parte inferior derecha fotomicrografias representativas de espinas en una dendrita
secundaria en una neurona de un animal del grupo control (C en blanco) y en una del grupo expuesto (V) y del grupo de recuperacion (R). Tincién de
Golgi. Barra =5pm

Al cuantificar la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales de CA1 se observé disminucion importante
en los animales expuestos a V205 durante seis meses, densidad que se redujo mas tras el periodo de
recuperacion (fig. 37-2) ANOVA p<.05. Los resultados cualitativos muestran disminucién en la densidad de
espinas en el grupo expuesto y en el grupo recuperacion al compararlas con el grupo Control (fig.37).

SUBICULUM

En el grupo control no se identificaron placas BA en subiculum, mientras que en el grupo expuesto y en el de
recuperacion se observé aumento significativo en el numero de dBA y DcpA (fig. 38-1) ANOVA p<.05.
En la cuantificacién de CAA se encontraron niveles bajos en el grupo control, este valor aumenta
significativamente después de la exposicion y disminuye tras el periodo de recuperacion, pero no
alcanzan los niveles del grupo control (fig. 38-2) ANOVA p<.05. El analisis cualitativo muestra dBA y
cambios en el endotelio capilar (figs. 38 Ay B).
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Figura 38.1 resultados de BA en el subiculum, control, vanadio y recuperacion en las abscisas y promedio de placas por campo en las ordenadas, placas amiloide
difusas (dBA) y placas amiloideas de nticleo denso (DcfBA). (*=p<0.05). A fotomicrografia del subiculum de animales expuestos a V20s la flecha sefiala
una dpA. Barra=30 um. 2 resultados de la angiopatia amiloide en el subiculum de animales control (C), expuestos durante 6 meses (V) y después de 6
meses en recuperacion. (*=p<0.05). B fotomicrografia representativa del subiculum en una rata expuesta a V20s, las flechas sefialan células endoteliales
congofilicas. Barra=30pm.

Los resultados de la cuantificacion de las neuronas piramidales en el subiculum tefiidas con rojo Congo
muestran que hubo disminucion en las neuronas nD con el consecuente aumento en las neuronas pD
y gD tras la exposicién a V20s, pero estas alteraciones fueron mucho mayores tras el periodo de
recuperacion (fig. 39) F=(s 45)=596.0 p <0.0001. Los resultados cualitativos en el subiculum de animales
control (fig. 39 C), muestran neuronas piramidales sin dafio con nlcleo redondo homogéneamente
tefiido, citoplasma alrededor del nuicleo con una relacién nucleo-citoplasma conservada. Las neuronas
de los animales expuestos (V), presentan algunas neuronas con estructuras perinucleares o
citoplasmaticas (fig. 39 V). Las neuronas de los animales después del periodo de recuperacion
presentan pérdida de la compartimentalizacion nuclear y citoplasmatica (fig. 39 R).
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Figura-39. Resultados de BA en neuronas piramidales del subiculum. En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo expuesto a V205 (V)
y el grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio de las neuronas sin dafio (nD las neuronas con dafio parcial
(pD) y las neuronas con dafio generalizado (gD). (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio en neuronas piramidales del subiculum a
100X con la tincién de rojo Congo. En C, la flecha sefiala una neurona piramidal del subiculum sin alteraciones, la flecha en V representa una neurona
con dafio parcial y estructuras perinucleares, la flecha en R sefiala una neurona con dafio generalizado, y pérdida de compartimentalizacion (estructuras
y compartimentos especializados dentro de la célula), barra=30pm.

Los resultados obtenidos con la impregnacion argéntica de Bielschowsky en el subiculum muestran disminucion de las
neuronas sanas en el grupo de ratas expuesto a V,0s, esta pérdida de neuronas sanas es mayor en el grupo
de recuperacion, las neuronas con dafio (iNFT y eNFT) aumentan en el grupo expuesto y mas en el grupo R
(fig. 40 1) ANOVA F=(545)=1068 p <0.0001. Los resultados cualitativos en el subiculum de animales control (fig.
40 C) muestran neuronas piramidales con nucleolo central, nicleo redondo argentofilico y citoplasma en forma
de gota. Las neuronas de los animales expuestos (V) presentan dafio, evidenciado por la pérdida de la
compartimentalizacion y una larga dendrita apical argentofilica (fig. 40 V). Después del periodo de recuperacién
las neuronas se observan totalmente amorfas y presentan retraccion citoplasmatica (fig. 40 R). Al cuantificar la
densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales del subiculum se observé disminucion en los
animales expuestos a V205 durante seis meses y en el grupo de recuperacion (fig. 40 2) ANOVA p<.05. Los
resultados cualitativos muestran disminucion en la densidad de espinas en el grupo expuesto a V205 (figs. 40
Cy40V).
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Figura 40. 1 Gréfica que muestra la acumulacion de NFTs en neuronas piramidales del subiculum. En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C),
el grupo expuesto a V20s (V) y el grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio de las neuronas sin dafio (eNFT),
con marafias neurofibrilares internas (iNFT) y con marafias neurofibrilares intemas y externas (eNFT), (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas
del dafio en el citoesqueleto de neuronas piramidales en el subiculum con la impregnacion argéntica de Bielschowsky, la flecha en C (control) sefiala
una neurona piramidal caracteristica sin dafio, los asteriscos en V indican neuronas con una larga dendrita apical y dafio evidente, los asteriscos en R
sefialan una neurona con alteraciones morfoldgicas generalizadas (barra=30um). 2 Muestra la densidad de espinas en las dendritas secundarias de
neuronas piramidales del subiculum, (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas de espinas en una dendrita secundaria en una neurona de un
animal del grupo control (C) y en una del grupo expuesto (V). Técnica de Golgi. Barra =5pm

CORTEZA ENTORRINAL

Los resultados cuantitativos de placas BA en la corteza entorrinal muestran un promedio de 0.1 placas por campo en C,
aumento significativo en el nimero de dpA (1.2) y DcpA (0.4) en V'y dpBA (0.6) y DcpA (0.3) en R (fig. 41 1)
ANOVA p<.05. En la cuantificacién de CAA se encontraron niveles bajos en el grupo control, este valor aumenta
significativamente después de la exposiciéon a V.05 y disminuye tras el periodo de recuperacion a valores
cercanos a los del grupo control (fig. 41 2) ANOVA p<.05. El analisis cualitativo muestra dBA y cambios en el
endotelio capilar (figs. 41 Ay B).
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Figura 41. 1 Resultados de BA en la corteza entorrinal en animales control (C), expuestos a V, y dejados en recuperacion (R), en las ordenadas; las placas

amiloides difusas (dBA) y la parte sdlida placas amiloideas de nucleo denso (DcPA). (*=p<0.05). A Fotomicrografia representativa de placas en la
corteza entorrinal con la tincion de rojo Congo a 100x, la flecha sefiala una placa d A en animales expuestos a V20s, barra=30pum. 2 Resultados de
angiopatia amiloide en la corteza entorrinal en animales control (C), expuestos durante 6 meses (V) y después de 6 meses en recuperacion.
(*=p<0.05). B CAA en corteza entorrinal. Fotomicrografia representativa de corteza entorrinal en una rata expuesta a V-0s, la flecha sefiala células
endoteliales congofilicas. Barra=30um.

Los resultados de la cuantificacion de las neuronas piramidales en la corteza entorrinal tefiidas con rojo Congo, muestran

que hubo disminucién de al menos la mitad de las neuronas nD tras la exposicién a V,0s, disminucion que se
mantuvo durante el tiempo de recuperacion; los resultados muestran aumento significativo de las neuronas que
mostraron dafo parcial (pD) o generalizado (gD) tras la exposicion a V, dafio que aumentd tras el periodo de
recuperacion (fig. 42) F=(s45)=670 p <0.0001. Los resultados cualitativos de la corteza entorrinal de animales
control (fig. 42 C), muestran neuronas piramidales caracteristicas con nucleo redondo homogéneamente tefiido,
citoplasma alrededor del nlcleo con una relacién nlcleo-citoplasma conservada. Las neuronas de los animales
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expuestos presentan alteracion de la relacion nicleo-citoplasma e hiperpigmentacion alrededor del nucleo (fig.
42 V), las neuronas de los animales, después del periodo de recuperacién presentan alteracion de la relacion
nucleo-citoplasma y retraccion citoplasmatica (fig. 42 R).
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Figura 42. Resultados de BA en neuronas piramidales de la corteza entorrinal. En el eje de las ordenadas las neuronas sin dafio (nD) neuronas con dafio parcial
(pD) y neuronas con dafio generalizado (gD). (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio de las neuronas piramidales de la corteza
entorrinal a 100X con la tincién de rojo Congo. En C, la flecha sefiala una neurona piramidal caracteristica, los asteriscos en V representan neuronas
con dafio parcial y citoplasma congofilico, los asteriscos en R sefialan neuronas con dafio generalizado, barra=30pm.

En la corteza entorrinal, los resultados mostrados con la impregnacion argéntica de Bielschowsky, muestran aumento
significativo en el nimero de neuronas dafiadas (INFT + eNFT) en V' y R (fig. 43 1) F=(545)=1122 p <0.0001.
Los resultados cualitativos en el grupo control en la corteza entorrinal (fig. 43 C), muestran neuronas piramidales
con nucleolo central redondo, y relacién nucleo-citoplasma conservada. Las neuronas de los animales
expuestos (fig. 43 V), presentan neuronas con dafio evidenciado por una fuerte impregnacion que marca parte
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del citoesqueleto incluyendo la dendrita apical. Después del periodo de recuperacién varias neuronas se
observan amorfas, con una larga dendrita apical y retraccion citoplasmatica (fig. 43 R). En la corteza entorrinal,
al cuantificar la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales se observé disminucién en los
animales expuestos a V,0s durante seis meses y no aumentd la densidad de espinas en el grupo dejado en
recuperacion (fig. 43 2) ANOVA. Los resultados cualitativos muestran disminucién en la densidad de espinas
en el grupo expuesto a V20sYy en el grupo de recuperacion al compararlos con el grupo Control (fig.43C, 43V'y
43R).
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Figura 43 1 Acumulacion de NFTs en neuronas piramidales de la corteza entorrinal En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo
expuesto a V205 (V) y el grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio de las neuronas sin dafio (eNFT), entre
las cuales no hay diferencia significativa (al comparar V vs C) las neuronas con marafian neurofibrilares internas (iNFT) y las neuronas con marafias
neurofibrilares internas y externas(eNFT), (*=P<0.05) Fotomicrografias representativas del dafio en citoesqueleto de neuronas piramidales en la
corteza entorrinal con impregnacion argéntica de Bielschowsky, los asteriscos en C indican neuronas sin dafio, los asteriscos en V indican neuronas
altamente argirofilicas, en R neuronas con una larga dendrita apical y retraccion del citoplasma, barra=30pum. 2 Densidad de espinas en dendritas
secundarias de neuronas piramidales de la corteza entorrinal (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas de espinas en una dendrita secundaria
en una neurona de un animal del grupo C y grupos V'y R. Técnica de Golgi. Barra =5pm

AMIGDALA

Los resultados cuantitativos de placas A en la amigdala muestran aumento significativo en el nimero de placas, tanto
difusas (d3A) como de nucleo denso (DcBA) por la exposicion a V20s, este incremento se eleva tras los meses
de recuperacion (fig. 44 1) ANOVA p<.05. En la cuantificacion de CAA se encontraron niveles bajos en el grupo
control que aumenta mas de tres veces después de la exposicion (V) y se mantiene alto tras el periodo de
recuperacion (fig.44 2) ANOVA p<.05. Al hacer el andlisis cualitativo en el parénquima de la amigdala
encontramos placas dpBA y DcBA en los animales expuestos a V (fig. 44 V) y en el grupo R, en los vasos
encontramos capilares con zonas donde el diametro esta disminuido y con acumulacion de células congofilicas
en la tinica intersticial en el grupo de animales expuestos a V (fig. 44 V) y en el grupo R.
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Figura 44. Fotomicrografias representativas de placas en amigdala con la tincion de rojo Congo a 100x en ratas expuestas a V, la flecha sefiala una placa dpA
a laizquierda y dos placas nfA a la derecha, barra=30um.1 Resultados de placas BA en la amigdala en las abscisas los animales C, expuestos a V,

y dejados en R, en las ordenadas las placas amiloide difusas (dBA) y las placas amiloideas de ntcleo denso (DcBA) (*=p<0.05). 2 Resultados de
angiopatia amiloide en la amigdala de los animales control (C), expuestos durante 6 meses (V) y después de 6 meses en recuperacion (R) (*=p<0.05).
Fotomicrografias representativas de CAA en C (control) la flecha indica un capilar caracteristico en V (V20s) la flecha sefiala un capilar con zonas donde
el diametro esté disminuido y con acumulacion de células congofilicas en la tunica intersticial. Barra=30pum.

En la amigdala los resultados de la cuantificacién de las neuronas piramidales con rojo Congo, muestran disminucién
de las neuronas nD tras la exposicion a V y disminucion de mas del 75% durante el tiempo de recuperacion.
Los resultados muestran aumento significativo en las neuronas que mostraron dafio parcial (pD) o generalizado
(gD) tras la exposicion a V20s, dafio que se duplicé tras el periodo de recuperacion (fig. 45) ANOVA F= (s, 45)
=507.0 p< 0.0001. Los resultados cualitativos en la amigdala de los animales control (fig. 45 C) muestran
neuronas piramidales caracteristicas con nucleo redondo homogéneamente tefiido, citoplasma alrededor del
ndcleo con una relacidén nucleo-citoplasma conservada. En los animales expuestos las neuronas muestran
citoplasma congofilico, descompartimentalizaciéon y retraccion del citoplasma, (fig. 45 V) en el grupo
recuperacion (fig. 45 R) se observan neuronas con dafio generalizado y con una larga dendrita apical.
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Figura 45. Resultados de placas BA en neuronas piramidales de la amigdala. En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo expuesto a
V205 (V) y el grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio de las neuronas sin dafio (nD) las neuronas con dafio
parcial (pD) y las neuronas con dafio generalizado (gD). (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio en las neuronas piramidales de la
amigdala con la tincion de rojo Congo. En C, los asteriscos indican neuronas piramidales caracteristica, los asteriscos en V (expuestas a V20s) representa
neuronas dafiadas que muestran descompartimentalizacion y retraccion del citoplasma, la flecha en R (recuperacion) sefiala una neurona con dafio
generalizado con una larga dendrita apical, barra=30pm.

En la amigdala, con la impregnacién argéntica de Bielschowsky las neuronas piramidales muestran disminucion de las
neuronas sin dafio (preNFT) tras la exposicién a V y disminuciéon de casi el 40% durante el tiempo de
recuperacion. Los resultados muestran aumento significativo en las neuronas con acumulacién de iNFT y eNFT
tras la exposicion a V,0s y tras el periodo de recuperacion (fig. 46 1) ANOVA F=(545)=1531 p <0.0001. El analisis
cualitativo de la amigdala de los animales control (fig. 46 C) muestra neuronas piramidales caracteristicas con
nucleolo pericéntrico impregnado, nucleo redondo, citoplasma alrededor del ntcleo con una relacién nucleo-
citoplasma conservada. En los animales expuestos las neuronas muestran neuronas con dafio evidenciado por
una fuerte impregnacién que marca parte del citoesqueleto y retraccién del citoplasma (45 V) después del
periodo de recuperacion se observan neuronas con una larga dendrita apical y retraccién citoplasmatica (fig.
45 R). Al cuantificar la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales de la amigdala se observé
disminucion en los animales expuestos a V205 durante seis meses y mayor disminucion en la densidad de
espinas en el grupo dejado en recuperacion (fig. 46 2) ANOVA p<.05. Los resultados cualitativos muestran
disminucién en la densidad de espinas en el grupo expuesto a V205 y en el grupo de recuperacién al
compararlos con el grupo Control (fig.46C, 46V y 46R).
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Figura 46. 1 Acumulacién de NFTs en neuronas piramidales de la amigdala. En el eje de las abscisas se encuentran: el grupo control (C), el grupo expuesto a
V205 (V) y el grupo de recuperacion (R) y en el eje de las ordenadas la cuantificacion del promedio las neuronas sin dafio (preNFT) las neuronas con
marafian neurofibrilares internas (iNFT) y las neuronas con marafias neurofibrilares internas y externas (eNFT), la linea punteada indica el promedio de
neuronas piramidales cuantificadas en el grupo control (*<P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio en citoesqueleto de neuronas
piramidales en la amigdala con impregnacion argéntica de Bielschowsky, en C los asteriscos indican neuronas sin dafio, los asteriscos en V indican
neuronas dafio evidenciado por una fuerte impregnacion y retraccion del citoplasma, en R los asteriscos indican neuronas con una larga dendrita apical
y retraccion citoplasmatica, barra=30im. 2 Densidad de espinas en dendritas secundarias de neuronas piramidales de la amigdala (*=P<0.05).
Fotomicrografias representativas de espinas en una dendrita secundaria en una neurona de amigdala de un animal del grupo C y grupos Vy R.
Técnica de Golgi. Barra =5um

CORTEZA FRONTAL

En la corteza frontal las placas BA aumentan de un promedio de 0.2 placas por campo en el grupo control, a 2.4 dpAy
DcBA por campo en el grupo expuesto a V, este proceso de formacién de placas sigue aun después de
detenerse la exposicion a V205 a 3.3 (fig. 47 1) ANOVA p<.05. En el parénquima de la corteza frontal se
observan placas amiloide difusas df3A (fig. 47 V) y placas amiloides de nucleo denso Dcf3A (fig. 47 R). En la
cuantificacion de CAA se encontraron niveles bajos en el grupo control, este valor aumenta significativamente
después de la exposicion a V>0s, este incremento se duplica tras el periodo de recuperacion (fig. 47 2) ANOVA
p<.05. Al analizar los vasos de esta regién cerebral, encontramos capilares con zonas donde el diametro esta
disminuido y con acumulacion de células congofilicas en la tnica intersticial en el grupo de animales expuestos
aV (fig. 47 V).
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Figura 47. Placas de BA en la corteza frontal, en las abscisas los animales C, expuestos a V, y dejados en R, en las ordenadas las placas amiloide difusas (dBA)
y las placas amiloideas de nucleo denso (DcfA) (*=p<0.05). Placas A en la corteza frontal con la tincion de rojo Congo a 100x, las flechas en V
(V20s) y R (recuperacion) sefialan placas de niicleo denso DcpA. Barra=30um. Resultados de angiopatia amiloide en la corteza frontal en los grupos
C, Vy R (*=p<0.05). Fotomicrografia representativa de CAA en la corteza frontal de ratas expuestas a V20s, la flecha indica capilares con células
congofilicas en la tinica intersticial. Barra=30pm.

Los resultados de la cuantificacion de las neuronas piramidales en la corteza frontal tefiidas con rojo Congo, muestran
que hubo disminucion de un tercio en las neuronas nD tras la exposicion a V, y casi 80% tras el tiempo de
recuperacion; los resultados muestran aumento significativo en las neuronas que mostraron dafio parcial (pD)
0 generalizado (gD) tras la exposicion a V. En la corteza frontal hubo disminucién (>60%) en el nimero de
neuronas (nD, pD y gD) después de los seis meses de exposicion y los seis meses de recuperacion. (fig. 48)
ANOVA F= (5,45) =712.4 p< 0.0001. Los resultados cualitativos en la corteza frontal de los animales control (fig.
48 C) muestran neuronas piramidales con nlcleo redondo homogéneamente tefiido, citoplasma alrededor del
nucleo con una relacion nicleo-citoplasma conservada. Las neuronas de los animales expuestos (V), presentan
neuronas congofilicas con pérdida en la relacién nucleo-citoplasma, dendrita apical alargada y retraccion del
citoplasma (fig. 48 V). Las neuronas de los animales después del periodo de recuperacion se observan amorfas
con dafio generalizado y descompartimentalizacion (fig. 48 R). EI niumero total de células piramidales de la CxFr
(nD+pD+gD) muestra una disminucion mayor al 50% (la suma pasa de 38 a 18 neuronas).
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Figura 48. Resultados de placas BA en neuronas piramidales de la corteza frontal. En las abscisas los animales C, expuestos a V, y dejados en R, en las ordenadas
las neuronas sin dafio (nD) las neuronas con dafio parcial (pD) y las neuronas con dafio generalizado (gD). La linea punteada representa el promedio de
neuronas piramidales presentes en el grupo control (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafio en las neuronas piramidales de la
corteza frontal con la tincion de rojo Congo. En el control, la flecha sefiala una neurona piramidal sin dafio, las flechas en V (expuestas a V20s)
representan neuronas congofilicas con pérdida en la relacién nucleo-citoplasma, dendrita apical alargada y retraccion del citoplasma, la flecha en R
(recuperacion) sefiala una neurona amorfa con dafio generalizado y descompartimentalizacion, barra=30pum.

En la corteza frontal, los resultados mostrados con la impregnacion argéntica de Bielschowsky de los controles, no
muestran disminucién estadisticamente significativa de las neuronas sin dafio (sin depdsitos de marafias
identificadas como preNFT) respecto al grupo expuesto (V), pero si con el grupo de recuperacion (R), ni entre
las INFT o las eNFT comparando C vs V, pero si hay diferencia significativa entre C vs R (fig. 49 1) ANOVA
F=(545)=1332 p <0.0001. Los resultados cualitativos en el grupo control en la corteza frontal (fig. 49 C), muestran
neuronas piramidales con nucleolo central, nucleo redondo, y relacién nucleo-citoplasma conservada. Las
neuronas de los animales expuestos (V), presentan neuronas con iNFT, evidenciado por impregnacion que
marca parte del citoesqueleto incluyendo la dendrita apical, (fig. 49 V). Después del periodo de recuperacion
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algunas neuronas se observan amorfas, con una muy larga dendrita apical y retraccién citoplasmatica (fig. 49
R). En la corteza frontal al cuantificar la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales se observé
disminucion en los animales expuestos a V durante 6 meses y mayor disminucion en R (fig. 49 2) ANOVA p<.05.
Los resultados cualitativos muestran disminucién en la densidad de espinas en el grupo expuesto a V'y el grupo
R al compararlas con el grupo control (fig. 49C, Vy R).
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Crafica 49 1. Daio en citoesqueleto de neuronas piramidales de la corteza frontal. En las abscisas los grupos C, expuestos a V, y dejados en R, en las ordenadas
las neuronas las neuronas sin dafio (eNFT), las neuronas con marafias neurofibrilares intemas (INFT) y las neuronas con marafias neurofibrilares internas
y externas (eNFT), (*=P<0.05). Fotomicrografias representativas del dafo en el citoesqueleto de las neuronas piramidales de la corteza frontal con
la impregnacion argéntica de Bielschowsky. Los asteriscos en C sefialan neuronas sin dafio, con el nicleo redondo y el nucleolo mas impregnado,
rodeado de citoplasma claro, en V (V20s) los asteriscos sefialan neuronas con el nicleo y la dendrita apical fuertemente impregnados, los asteriscos en
R (recuperacion) sefialan neuronas dafiadas, el nicleo ha perdido la forma redonda, se observa una larga dendrita apical y retraccion del citoplasma,
barra=30um.2. Densidad de espinas en dendritas secundarias de neuronas piramidales en corteza frontal, (*=P<0.05). Fotomicrografias
representativas de espinas en una dendrita secundaria de una neurona piramidal de la corteza frontal de un animal del grupo control (C) en una del
grupo expuesto (V) y del grupo de recuperacion (R). Técnica de Golgi. Barra =5pm.

Al hacer la comparacion entre las cinco estructuras con los datos obtenidos del analisis histologico (fig. 50), observamos
que la estructura que sufrio mayor dafio por la exposicién a V.0s fue el hipocampo (CA1 linea azul), las
estructuras donde observamos mayor pérdida neuronal (NA), fueron el hipocampo y la corteza frontal. En CA1
la disminucidn en el numero de neuronas, esta asociada con la acumulacion de NFT y con la disminucién en la
densidad de espinas dendriticas. En la corteza frontal (CxFr linea verde) la disminucion neuronal se asocia con
NFT y BA. En el subiculum (Sub; linea naranja) encontramos dafio relacionado con NFT y BA. En la CxEnty
Amg encontramos dafio relacionado con BA.

Dafo por estructura

e CAl =Sub CxEnt Amg e CxFr
PBA
ED CAA
NET BA
NA

Figura 50. Gréafica que compara el dafio cuantificado en las cinco estructuras analizadas comparando el grupo Control con el grupo Recuperacion. PBA se refiere al
numero de placas (dBA +DcPA), CAA se refiere a la angiopatia amiloide cerebral, BA cuantifica la marca congofilica por la acumulacion intraneuronal de
Bamiloide, NA se refiere a la disminucion de neuronas piramidales, numero obtenido de la suma de la diferencia del promedio de neuronas piramidales
en Cyen R [(sD+Dp+Dg)C - (sD+Dp+Dg)R + (preNFT+ iNFT + eNFT)C - (preNFT+ iNFT + eNFT)R]. NFT se refiere a la acumulacion de NFT (iNFT +
eNFT). Y ED se refiere a la diferencia en la densidad de espinas dendriticas en Cy en R.
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8. DISCUSION

El propésito de este trabajo fue caracterizar los cambios conductuales y morfoldgicos que se presentan en las ratas
expuestas a la inhalacion de V2,05 como un posible modelo esporadico de la Enfermedad de Alzheimer. En el
modelo en ratas de EA inducido por la exposicién crénica a V.05 se observaron cambios conductuales e
histologicos compatibles con los observados en la EA (fig. 51) de tipo esporadico. El efecto tdxico del V afecta
al sistema nervioso por varias vias, en este modelo utilizamos la inhalacién crénica (72 sesiones) de V20s. La
inhalacion es la via de exposicidn a V mas frecuente en entornos laborales y por contaminantes atmosféricos
(Li et al., 2013), ademas es una via de entrada directa al SN por el bulbo olfatorio. El dafio ocurre primero en
las mucosas respiratoria y olfatoria, evento que activa las defensas antiinflamatorias y antioxidantes, cuando
la exposicion repetida vence a las defensas antioxidantes se produce un estado de estrés oxidativo
proinflamatorio (Avila-Costa et al., 2005). EI V (principalmente en forma de vanadato) atraviesa el endotelio de
la barrera hematocerebral a través de transportadores activos o mediante receptores, causando las
alteraciones asociadas con la patologia de la EA, incluido el estrés oxidativo, la acumulacion de los fA y la
hiperfosforilacién de la proteina TAU, asi como la respuesta neuroinflamatoria, eventos que en su conjunto
conducen a la disfuncién cognitiva posterior (fig. 51) (Ngwa et al., 2017).

(] T By T8A
- I la >
LA™
@ TMAPK T HPTAU._ i
£ o) LPP2A B T
o B TN e \
e & 0.0 ’
' = ° @ Placas ® :
° Q s / Marafias

BHC \ Memoria @

i espacial

Figura 51. Modelo de Alzheimer inducido por la inhalacién crénica de V0. 1. Ingreso de V205 al SN. La inhalacion de V205 ingresa al sistema nervioso
donde genera un estado de estrés oxidativo y un aumento de ROS, el V, en forma de vanadato atraviesa la BHC y las membranas celulares. 2.
Hipervanadilacion y via amiloidogénica. El vanadato actua en forma similar al fosfato causando hipervanadilacion de proteinas, esto contribuye junto
con la activacion de las By y secretasas y la inactivacion de la o secretasa a que se siga la ruta amiloidogénica lo que lleva a la produccion y
acumulacion de BA. 3. Hiperfosforilacion de TAU. El vanadato compite con el fosfato (P) causando la hiperfosforilacion (o hipervanadilacion) de TAU,
la activacion de MAPK y la inactivacion de PP2A, lo que lleva a la formacion de marafias neurofibrilares. 4. Acumulacién de BA. La acumulacion de
A produce CAA y placas primero en corteza frontal y amigdala, y después en otras areas del SN. 5. Acumulacion de NFTs. La acumulacion de NFTs
se presenta primero en CA1 y subiculum y se asocia con disminucion de la densidad de espinas dendriticas en estas estructuras. 7. Efecto de la
exposicion crénica a V20s. Conforme transcurre el tiempo, y las exposiciones a V205 (72 exposiciones en 6 meses) aumenta la formacion y
acumulacion de placas y marafias y disminuye la memoria espacial (medida en 6; laberinto en T y campo abierto) fenémenos asociados con el
deterioro cognitivo.
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La EA es el resultado de un proceso neuropatolégico complejo y los modelos animales nos permiten tener una visién
integral de la complejidad del proceso. Nuestro modelo de la EA inducido (causado por la inhalacién crénica
de una toxina) emula a la EA de tipo esporadico. Este subtipo de EA representa mas del 96% en la especie
humana; y que carece de modelos experimentales adecuados. Una aproximacion experimental es, que los
animales desarrollen la patologia en la vejez como resultado de estresores externos, y no por la expresion de
un transgén (fig. 51). De la base de datos de Alzforum sélo 4 de 214 modelos murinos se basan en modelos
no genéticos (https://www.alzforum.org/research-models ). Un modelo de EAe facilitaria la evaluacion de
terapias contra la EA. En este modelo, el grupo experimental, que se mantuvo seis meses en recuperacion,
después de los seis meses de exposicién a V20s, no presenta recuperacion, ni conductual ni histologica, es
decir, una vez establecido el proceso neurodegenerativo, el dafio no es reversible, mas aun, en algunos
aspectos evaluados el dafio aumenté en forma significativa tras los seis meses de reposo.

Como observamos, la exposicion cronica a V.0s causo6 alteraciones en la memoria espacial y la conducta motora,
disminuyendo la exploracién y aumentando el freezing, ambas caracteristicas de los modelos de la EA (fig.
51). La formacién hipocampal, reguladora de la memoria de trabajo y declarativa; es una de las primeras
regiones del cerebro afectadas por la EA, (Ameen-Ali et al., 2017). En nuestro trabajo, para determinar si
ocurrian estas mismas alteraciones se utilizd el laberinto en T, que evalla la memoria espacial.
Encontrandose que este deterioro en la memoria concuerda con el dafio neuronal observado en CA1 del
hipocampo. Estos datos coinciden con los modelos murinos de la EA descritos en la base de datos de
Alzforum, en los que mencionan la disminucién en la memoria espacial, en el reconocimiento de objetos, en el
deterioro cognitivo y en la memoria de trabajo (https:/www.alzforum.org/research-models ). Nuestros
resultados son compatibles con la revision del grupo de Ameen-Ali (2017) donde se analizaron los modelos
animales que reportan alteracién en la actividad motora, conducta altamente sensible a factores ambientales y
se suprimen en circunstancias aversivas que provocan ansiedad, conducta que también se altera en la EA en
humanos (Ameen-Ali et al., 2017). La relacién que encontramos entre la disminucion de la conducta de
exploracién y dafio en CA1 es compatible con Gray y McNaughton (2003) quienes reportaron que la supresion
del comportamiento exploratorio, en respuesta a condiciones que provocan ansiedad, estd mediada por la
formacion hipocampal (Gray & McNaughton, 2003).

Las alteraciones cognitivas y conductuales de la EA son secundarias a las alteraciones histopatologicas. Dado que
nuestros resultados muestran acumulacién de BA y TAU resultante de la exposicién a V20Os, es posible sugerir
que esto fue causado por la generacion de un estado de estrés oxidativo ya que el V ingresa a la célula como
vanadato con lo que aumenta la produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generando un
ambiente proinflamatorio que afecta al neuroendotelio vascular. Se ha demostrado que los ROS son
generadores de lesion endotelial, y de activacién enzimatica (Ngwa et al., 2017). Asi, la inflamacion contribuye
a la lesién endotelial, las células endoteliales activan la expresién de mediadores inflamatorios después del
dafio (Fisher, 2008).

El aumento en la formacién y acumulacion de placas A afecta funcional y estructuralmente a las neuronas
piramidales y a las células endoteliales del musculo liso de los vasos sanguineos cerebrales (Greenberg et
al., 2020); es probable que numerosos cambios neuronales sinapticos y no sinapticos ocurran
simultdneamente a medida que el dafio neuronal se desarrolla y progresa. En los vasos sanguineos se
observa dafio por BA soluble que corresponde a dimeros (Dorostkar et al., 2015), en el modelo de V, este
dafio es mayor en la amigdala y la corteza frontal, ademéas de que el dafio aumenta, aunque se suspenda la
exposicion a V-0s. Después de una lesiéon cerebral, los niveles de SAA (amiloide sérico A, es una proteina de
fase aguda altamente conservada, que se estimula como respuesta a inflamacién o infeccién), aumentan
varias veces en el plasma y pueden contribuir al proceso de la enfermedad (Chung et al., 2000). EI SSA se
acumula en el cerebro de pacientes con EA (Chung et al., 2000), y su aumento esta relacionado con el
desarrollo de amiloidosis (Jang et al., 2017). La activacion del inflamasoma esta implicada en el desarrollo y
progresion de la EA, el SSA, uno de los principales reactantes de fase aguda y contribuye a la progresion de
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la patologia de la EA, (Bittner y cols. (2012). En consistencia con lo anterior, se han reportado mayores
niveles de SSA en las regiones cerebrales frontal lateral, parietal superior, temporal posterior superior y
temporal superior (Bittner y cols, 2012 citado en: Jang et al., 2017).

En nuestro modelo de inhalacién de V»0s, la formacién de placas es mayor en la amigdala y la corteza frontal, donde
encontramos placas dBA y Dc3A, después del periodo de recuperacién aumenta el nimero de placas Dc3A
(fig. 51). Segun lo reportado por Dorokstar (2015) cuando el dafio por acumulacion de A inicia, son mas
abundantes las placas dPA (formadas principalmente por dimeros y oligdmeros) y al intensificarse el dafio,
aumentan las placas DcpA (formadas principalmente por oligémeros y fibras) (Dorostkar et al., 2015). La
formaciéon y acumulacion de PBA generada por la exposicion a V,0s puede actuar por dos vias; la
desregulacion de las secretasas y la desregulacion de las fosfatasas. Algunos metales como el Al, Fe, Cu'y
Zn (metales del periodo 4 como el V) en sus estados de oxidacion mas positivos, participan en la formacion
de placas. El mecanismo de accion consiste en generar una asimetria en la actividad de las secretasas
(aumentando las B y vy, disminuyendo la o) lo que genera que el procesamiento de la APP siga la via
amiloidogénica provocando aumento y acumulacion de los BA1.42 toxicos (Jellinger, 2013). El vanadato causa
la desregulacion de las fosfatasas (lo que disminuye la actividad de la protein fosfatasa A2) y activa la protein
cinasa (aumentando MAPK) (Ngwa et al., 2017).

La exposicion a V-0s también generé la formacion y acumulacion de placas BA intracelulares en las neuronas
piramidales de las estructuras cerebrales analizadas. En el 2015, se reportd que las placas BA se forman,
tanto en el compartimento intracelular como en el extracelular, tanto en estado oligomérico (predomina BAs)
como fibrilar (predomina BAs2) (Dorostkar et al., 2015). La acumulacién de BA intraneuronal se observa en el
sindrome de Down y en las primeras etapas de la EA (Gouras et al., 2000). Entre las estructuras cerebrales
analizadas de los animales expuestos, se identifica mayor acumulacion de BA intracelular en la corteza
entorrinal y en la amigdala, ademas, en la corteza frontal de los animales expuestos se observd disminucion
en el nimero de neuronas piramidales, esto concuerda con los reportes que indican que, en las primeras
etapas de la EA, los BA se acumulan preferentemente en regiones neocorticales (Thal et al., 2008).

Después de seis meses de exposicion a V20s encontramos acumulacién de NFT intracelular en las neuronas
piramidales; principalmente en CA1 y en el subiculum, ademas de la acumulacion de NFT, se observd
alteracion del citoesqueleto. La neurona consta de microtubulos, filamentos intermedios, y microfilamentos,
los microtubulos asociados a proteinas forman puentes cruzados entre los diversos elementos del
citoesqueleto, junto con los filamentos neuronales, los microtibulos son responsables del mantenimiento de la
forma de la neurona, del transporte axonal y dendritico, por lo que interviene en los cambios de forma y
extension durante el crecimiento, reparacion y adaptacion a procesos patoldgicos y formacion y funcionalidad
de las espinas dendriticas que son los sitios posinapticos de la neuronas de proyeccion o glutamatérgicas
(Avila, Jiménez, et al., 2016; Simi¢ et al., 2016). Las proteinas TAU se localizan principalmente en el axon y
las MAPs 1y 2 en las dendritas (Avila, Pallas, et al., 2016). El vanadato es un analogo del fosfato, en el
estado de oxidacion +5, adopta una estructura tetraédrica similar a la del fosfato (Huyer et al., 1997), por lo
que es probable que, en este estado de oxidacion, el vanadato compita con el fosfato y “vanadile” a las
proteinas generando una alteracién semejante a la hiperfosforilacién de TAU con la consecuente alteracion en
el citoesqueleto. La exposicién crénica a V205 causa hiperfosforilacion (o “hipervanadilaciéon”) de TAU que
aumenta la produccion y acumulacion de NFT, alteracién que esta relacionada con la fisiopatologia neural y
con la consecuente disminucion de la memoria espacial y la alteracion en el patrén de locomocion. Desde el
2003 se reportd que la patologia de TAU se correlaciona con la progresion del deterioro cognitivo en la EA
(Giannakopoulos et al., 2003).
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Ademés, se encontrd en este estudio que la disminucion del nimero total de neuronas piramidales es mayor a 60% en
la corteza frontal y del 40% en el hipocampo, esto concuerda con lo reportado por Akram (2008) quien
encontrd que, en la EA las neuronas piramidales de las capas Ill y V de la neocorteza y el estrato piramidal
del hipocampo muestran pérdida extensa de neuronas y sinapsis, y la distribucion de las placas BA y NFTs es
mas frecuente en estas capas corticales (Akram et al., 2008).

Asimismo, después de la exposicion a V.0s observamos disminucién significativa de la densidad de espinas
dendriticas, disminucion que empeora después del tiempo de recuperacion. De acuerdo con Dorostkar y cols.
(2015) la presencia de NFT se ha asociado con la pérdida de espinas dendriticas (Dorostkar et al., 2015),
relacién que también se observd en este estudio; por lo que es posible sugerir una relacion inversamente
proporcional entre la formacién y acumulacion de NFT y el nimero de espinas dendriticas, la inestabilidad en
el citoesqueleto y en las espinas dendriticas esta relacionada con la “hipervanadilaciéon” de Tau. Durante los
trastornos neurodegenerativos hay pérdida patolégica de espinas dendriticas, la interrupcion de la sintesis
proteica puede alterar la densidad y morfologia sinaptica (Dorostkar et al., 2015).

Tomando en conjunto los hallazgos descritos anteriormente, proponemos que nuestro modelo de EA inducido por la
inhalacion de V-0s (fig. 51) en el murino, concuerda con un estadio IV de la escala de Braak en donde se
reporta deterioro de las funciones cognitivas y dafio considerable en las regiones del subiculum e hipocampo,
y avance de la patologia hacia regiones de la neocorteza. Ademas, este modelo genera dafio neurol6gico
compatible con deterioro cognitivo y los cambios histopatologicos caracteristicos de la EA. Después de la
interrupcion de la exposiciéon a V, no hay recuperacion y el dafio neurodegenerativo continua. Por los
resultados obtenidos, este modelo se posibilita como un buen candidato para el estudio de la EA de tipo
esporadico en estadios intermedios de la enfermedad, por lo que ademas es posible probar tratamientos
experimentales, ya que la degeneracion no es tan extensa como en los estadios avanzados.

9. LIMITACIONES

En el presente estudio no podemos asegurar la identidad molecular de las marcas encontradas con la tincién de rojo
Congo y con la impregnacion argéntica de Bielschowsky, esto se puede resolver haciendo inmunohistologia
para A2y Tau hiperfosforilada. Para determinar si es un modelo de EA especifico sera importante analizar
el dafio ocasionado en estructuras que generalmente no se ven afectadas en la EA. Para medir la alteracion
de la memoria espacial es mas adecuado hacer una prueba de reconocimiento de objeto. Seria importante
hacer un analisis morfométrico en diferentes tiempos; dos, cuatro y seis meses de inhalacién para entender
mejor el desarrollo temporal de las alteraciones. Para hacer un analisis de la alteracion en la sinapsis sera
importante hacer un examen ultraestructural.

10. CONCLUSIONES

La inhalacién crénica de V205 constituye un modelo de la EA inducida que causa alteraciones de la memoria
espacial y la conducta motora, acumulacion de PA en el endotelio vascular y en neuronas
piramidales de la corteza frontal y entorrinal, asi como la acumulacién de NFT intraneuronal en
neuronas piramidales de CA1 y subiculum, lo que se acompafia de pérdida de espinas dendriticas.
Lo anterior nos permite proponer un modelo que relaciona las manifestaciones clinicas con los
cambios histologicos. Al ser un modelo inducido representa a la EA esporadica que, aunque
representa mas del 95% de casos en el humano, hay escasos modelos en animales. Este modelo
representa cambios neurodegenerativos especificos de la EA en la que observamos produccion y
acumulacion de amiloides y placas primero en corteza frontal y amigdala, produccion y acumulacion
de NFTs en hipocampo y subiculum, ademas de dafio en la memoria espacial. Hay disminucidn en
el nimero de neuronas en corteza y CA1 (aunque no se probaron marcadores de muerte neuronal),
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pero los demas parametros analizados no son reversibles después de seis meses, lo que indica que
una vez que se establece el proceso neurodegenerativo y se rompe la homeostasis, el dafio se
multiplica. A partir de los resultados obtenidos proponemos que este modelo es anélogo al estadio IV
de Braak reportado en personas que padecen la enfermedad de Alzheimer. Ademas, representa una
etapa en el desarrollo de la patologia, en donde es factible proponer terapias que tengan un impacto
positivo para detener el dafio neuronal. Asimismo, estos datos deben fomentar los esfuerzos de
investigacion hacia los efectos en la salud ambiental, con el propésito final de intervenir en la
disminucion de la contaminacién atmosférica de metales como el V. Tenemos que promover
esquemas viables para salvaguardar el SNC de los toxicos, que se han redoblado en la atmosfera
durante las Ultimas décadas y representan un importante desafio para la salud ya que la
contaminacion por metales se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas.

11. PERSPECTIVAS

La EA, patologia declarada por la FDA como potencialmente mortal e incurable, se encuentra entre las
patologias que tienen la tasa mas baja de éxito en el desarrollo de farmacos. Una de las razones de
este problema es que, aunque se han propuesto diferentes modelos Utiles para responder preguntas
sobre aspectos especificos de la EA, ningin modelo proporciona una caracterizacion ideal y
completa de la EA como se observa en humanos, por lo que proponer un modelo inducido en rata,
que muestre deterioro cognitivo asociado a marcas histolégicas caracteristicas de la EA de tipo
esporadico, en estructuras donde se desarrolla la EA, resulta un modelo factible. Futuros estudios
podrian incluir la identificacion y cuantificacion de los biomarcadores tempranos de la EA, que junto
con pruebas de imagen nos permitan entender mejor el desarrollo de la enfermedad. También se
podria estudiar el efecto de intervenciones terapéuticas tempranas y probar el efecto de farmacos en
el desarrollo de la enfermedad, asi como buscar un efecto sinérgico con combinaciones de
farmacos.
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ALOJAMIENTO DE ANIMALES

Los experimentos se realizaron en ratas macho de la cepa Wistar
con un peso inicial de 180 £ 20 g. Fueron mantenidas en
condiciones de laboratorio en periodos de 12:12 horas
luz/oscuridad con libre acceso al alimento y agua. Los animales
fueron mantenidos de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

CONDUCTA: Laberinto en T para medir memoria espacial.

Equipo. El laberinto esta fabricado de PVC gris (la razén para pintar el laberinto gris 0 negro es que los roedores
evitan los lugares brillantes, como los pisos pintados de blanco, un laberinto blanco provocaria ansiedad y la
habituacién seria mas lenta).
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1. Tres semanas previas a la primera inhalacién, los animales seran entrenados en el Laberinto de “T"
efectuado siempre a la misma hora (11:00 A.M) (Deacon y Rawlins, 2006);

2. Habituacion. Ponga las manos en el contenedor y acostumbre lentamente a los animales al contacto,
coloque sus manos sobre ellos y restringa el movimiento suavemente. Acostumbre a los animales al
alimento. Los roedores desconfian de comer cualquier cosa nueva. A partir de entonces, alimento
suficiente para mantener a cada animal al 90-95% de su peso ideal.

A PASO CRITICO Cuanto mejor sea la habituacién, menos racionamiento se necesita para que los animales
corran bien por el laberinto. Los animales bien entrenados recorreran el laberinto por recompensa incluso si
estan saciados con comida de laboratorio.

A PASO CRITICO Si el experimento dura mas de una semana y los animales no estan completamente
desarrollados, asegurese de que el peso corporal aumenta regularmente, siguiendo una curva de crecimiento
normal.

3. Como en cualquier trabajo de conducta, los animales deben estar en un estado éptimo de alerta para
las pruebas; déjelos durante 5-10 minutos en el cuarto donde se harén las pruebas. Si realiza la prueba
de inmediato, estaran sobreexcitados y no se concentraran, por el contrario, si se dejan mucho tiempo
se irén a dormir y cometeran errores porque solo estan medio despiertos.

4. Antes del entrenamiento, los animales deben estar habituados al laberinto en T, esto se hace mejor
con las puertas de los brazos abiertas (en un laberinto cerrado), y poniendo un trozo de comida-premio
en uno de los brazos. En la primera semana (habituacion) cada rata se colocara en el laberinto y
permanecera por cinco minutos, para que el animal explore libremente, cada rata repetira esta
actividad cinco veces, este procedimiento se aplicara con intervalos entre exposiciones de al menos
10 minutos, durante siete dias.

5. Entrenamiento. Antes del entrenamiento y la evaluacion, todos los animales fueron privados de
alimento por 12 horas, intentando que no perdieran més del 10% de su peso inicial.

6. Enlasegunda semana (adquisicién), se entreno a los animales en el laberinto en T. Cada rata se puso
en el extremo largo del laberinto (inicio) y se colocd una puerta bloqueando el brazo opuesto al del
entrenamiento (derecha o izquierda). Al 50% de los animales se les puso la comida-premio al final del
brazo derecho del laberinto y al otro 50% hacia el final del brazo izquierdo. Cuando el animal hubo
consumido toda la recompensa, se le devuelve al brazo de salida y se retira el bloqueo de la puerta,
de esta manera la rata pudo elegir alguno de los brazos, si eligié el brazo correcto dele el tiempo
necesario para consumir la recompensa, si eligi6 incorrectamente, asegurarse de que ha descubierto
que ese brazo no tiene recompensa. Este proceso tuvo un lapso méaximo de 2 minutos, cada rata
repitié esta actividad 10 veces, con un intervalo de al menos 10 minutos entre cada intento.

A PASO CRITICO Limpie el laberinto entre ensayos con agua jabonosa, solucién de alcohol (10% es comun).

7. Enla tercera semana se evaluara la memoria espacial (Deacon y Rawlins, 2006), se evaluara cada
grupo (derecha e izquierda), cada rata se colocara en el brazo largo (inicio) para dirigirse al brazo
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correspondiente, cada vez que la rata llegue y consuma la recompensa se contara como acierto, si la
rata pone las dos patas delanteras en el brazo correcto se contara como acierto, si se dirige al brazo
contrario se contara como error, cada rata tendra maximo dos minutos para completar la prueba, una
vez finalizado el entrenamiento (tipicamente dentro de los 4 dias del entrenamiento), ambos grupos
deberan tener por lo menos el 80% de aciertos para proceder al inicio de la inhalacion.
A PASO CRITICO Cada ensayo no debe durar mas de 2 minutos. Silos animales no consumen la recompensa
rapidamente, no estan suficientemente habituados/entrenados/motivados, y el significado de los resultados,
seré dificil de dilucidar.
A PASO CRITICO Es muy util medir el tiempo que tarda el animal en correr por el laberinto, como control de
posibles efectos sensoriomotores de un tratamiento. La medida méas simple es el tiempo desde que el animal
se coloca en el area de inicio hasta el criterio seleccionado (ambas patas delanteras) se alcanza.
A PASO CRITICO Durante el entrenamiento, es decir, antes de administrar cualquier tratamiento, si un animal
no corre dentro de los 90 s, retirelo e inténtalo de nuevo mas tarde.
A PASO CRITICO Para evitar el sesgo del experimentador, es deseable que el experimentador trabaje a
ciegas en cuanto a el grupo y la identidad del animal.

8. La primera evaluacién se considera el tiempo cero y a partir de ese momento se evalla cada cuatro
semanas cada grupo (control 0 expuesto a V). Cada animal realiz6 la prueba 5 veces con un intervalo
minimo de 10 min entre cada prueba.

Bibliografia

Deacon, R. M., & Rawlins, J. N. (2006). T-maze alternation in the rodent. Nature protocols, 1(1), 7-12.
https://doi.org/10.1038/nprot.2006.2

CONDUCTA: Campo Abierto
Equipo
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1.2m

Procedimiento

1. La prueba se realiza cada mes y consiste en colocar a la rata durante 10 min sobre una superficie de
1.2 x 1.2 m con cuadros en el piso de .3 x .3 m, y se registra las veces que la rata cruza las lineas de
los cuadros (exploracién), las veces que se yergue, el tiempo que ocupa explorando, las veces que se
acicale, el tiempo de freezing, y las veces que defeca en los 10 min. También se registr6 el patron de
locomocién de la rata en la cuadricula durante 10 min, el recuadro rojo indica los cuadros centrales.

A PASO CRITICO Es muy importante no alterar la conducta del animal con estresores externos o estimulos
novedosos.

Bibliografia

Walsh, R. N., & Cummins, R. A. (1976). The Open-Field Test: a critical review. Psychological bulletin, 83(3),
482-504.

Inhalacion de V.05

Material

Equipo. Nebulizador ultrasénico tipo hospitalario YUEHUA WH-802.
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Procedimiento
Previo a la inhalacion en V20s, la mezcla se deja disolviendo durante 24h.

1. Inhalacién V;0sal 0.02M, dentro de una camara (55 x 40 x 30 cm) de flujo controlado conectada a un
nebulizador.

2. Mist volume: médium (2ml/min). Timer 60 min
Bibliografia

Avila-Costa, M. R., Flores, E. M., Colin-Barenque, L., Ordofiez, J. L., Gutiérrez, A. L., Nifio-Cabrera, H. G.,
Mussali-Galante, P., & Fortoul, T. I. (2004). Nigrostriatal Modifications After Vanadium Inhalation: An
Immunocytochemical and Cytological Approach. Neurochemical Research, 29(7), 1365-1369.
https://doi.org/10.1023/B:NERE.0000026398.86113.7d

Eutanasia por Perfusion

1. Perfusién por via intracardiaca con solucion salina al 0.9% y, posteriormente se les administrara el
fijador formaldehido al 10%, se removeran los cerebros para procesarlos con las tinciones argénticas
de Bielschowsky, rojo Congo y Golgi.

Solucion A) agua destilada 150 mi
fosfato monobésico 0.612 g
fosfato dibasico 3.534 g
cloruro de sodio 0.208 g

Histologia
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Rojo Congo

Método para la demostracion de amiloide en cortes de parafina

Fijacion formol buffered

Lavado en agua destilada

Deshidratacion con alcoholes, etanol, 30%-100%

Aclaramiento en dos cambios de butil acetato (2-6 hr cada uno)

Infiltrar en mezcla de parafina acetato (1:3, 1:1, 3:1 2 hry 6 c/u)

3 cambios de parafina pura (2hr y 6 c/u)

Cortea5-15m

Montarlos en portas cubiertos en gelatina secados a 36°C x24h

Desparafinado en xileno

Parcialmente hidratados en alcoholes xileno hasta 96% 2 cambios de 2" c/u

Sol A de tincion

Rojo Congo
Isopropanol
Agua destilada

Sol B contraste

Treonina

Cresyl violet
Methyl green
Formaldehyde 85%
Agua destilada

0.2¢r
70 ml
30 ml

0.01gr
0.01gr
0.05gr
10 ml

89.5 ml

s “ "IJ
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Procedimiento

1. SOlA 10 min
2. Lavar bien con agua destilada......... 1 min
3. SOIB..ii, 1 min
4. lavado agua destilada.................... 9
5. Lavar bien en etanol al 96%............... 1

6. deshidratar bien en etanol al 100% ......1"
7. Aclarar bien en eucaliptol................... K

8. montar

30 min rojo 15 en contraste.

Tincion argéntica de Bielschowsky

1.

El tejido se procesara con la técnica de parafina, en un microtomo de deslizamiento se obtendran
cortes coronales de 6 um de grosor donde se localicen la region CA1 del hipocampo, el subiculum, la
corteza entorrinal, la amigdala y la corteza frontal, posteriormente, se procesaran con la tincién
argéntica de Bielschowsky (Rivas-Manzano et al. 2014).

Se tomaran diez cortes al azar por cada estructura y se analizaran las caracteristicas morfoldgicas
intracelulares y extracelulares de las diferentes estructuras cerebrales.

Impregnacion Argéntica de Golgi:

1. El tejido se procesara con la técnica de parafina, en un microtomo de deslizamiento se obtendréan
cortes coronales de 120 um de grosor donde se localicen la regién CA1 del hipocampo, el subiculum,
la corteza entorrinal, la amigdala y la corteza frontal, los cuales se procesaran mediante la técnica de
impregnacién Argéntica de Golgi y se realizara el conteo de espinas dendriticas; para el conteo se
seleccionaran 5 dendritas secundarias de 10 neuronas y se contaran las espinas en una longitud de
10 um en cada estructura.

GELATINIZACION
1. Incluir los portaobjetos en solucion etanol acido acético por dos horas
2. lavar en agua bidestilada tres cambios
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3. incluir en solucién de gelatina una hora dentro del estufa

4. sesecany ponen escurrir luego se meten en la estufa una hora se sacan y se dejan al aire libre hasta

que se sequen

Estadistica

Los datos se expresaran como la media mas/menos el error estandar; para el andlisis conductual se empleara
la prueba de Medidas Repetidas y ANOVA. Para los anélisis morfologico y bioquimico se empleara ANOVA y
la prueba post hoc de Tukey, con un valor de significancia de p<0.05.
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