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Resumen

El estudio del dafio inducido por el péptido Amiloide-B 25-35 (AB2s-35) en la
formacion de la memoria en modelos animales ha permitido comprender las causas
del deterioro cognitivo similar al que se presenta en la enfermedad de Alzheimer.
Sin embargo, es incierto si el deterioro cognitivo se debe a una interrupcion en la
codificacion y consolidaciéon de la informacion, o un deterioro en la capacidad de
evocacion de la memoria. Evidencias recientes han demostrado que la
administracion de ABz2s-3s en el hipocampo dorsal de ratas induce una respuesta de
inflamacién que conlleva a la neurodegeneracion y en consecuencia un deterioro en
la memoria. Se ha propuesto a Galectina-1 (Gal-1) y Galectina-3 (Gal-3) como
moduladores de la respuesta de neuroinflamacion, la proliferacion celular, la
adhesion y migraciéon celular, y la apoptosis. Por lo que proponemos que las
galectinas pudieran participar en la modulacion de la neuroinflamacion inducida por
AB2s-35. El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de Gal-1 y Gal-3 en la
neuroinflamacion inducida por la administracién del péptido AB2s-35 en la region CA1
del hipocampo, asociados a cambios morfolégicos y en la neurogénesis con el
déficit en la memoria espacial. Ante la administracion de AB2s3s, se realizd la
evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris.
En la prueba conductual se mostré que el péptido AB2s-35 no afectaba el aprendizaje
espacial, pero si alteraba la memoria, lo que esté correlacionado con un incremento
en el tiempo en encontrar la plataforma de escape. Al dia 32 posterior a la prueba
conductual se evaluaron los cambios morfolégicos en giro dentado (GD) mediante
el empleo de la tincién de Golgi-Cox. Se evalu6 la inmunorreactividad a 5-bromo-2'-
deoxiuridina (BrdU) que permite el marcaje de las células en proliferacion, la
proteina neuronal nuclear especifica (NeuN) y doblecortina (DCX). El presente
trabajo demostré un deterioro en la evocacion de la memoria al dia 17 y 31 ante la
administracion del péptido AB2s-35 en la region CAl del hipocampo. Al dia 32 se
demostraron cambios morfoldgicos en las células granulares del GD, evidenciados
por una disminucion en la longitud dendritica y en el nimero de espinas dendriticas.
En la neurogénesis, se encontré que el nimero total de células positivas a BrdU y

DCX en la capa de células granulares del hipocampo disminuyé en los animales



tratados con AB2s-35. Para evidenciar la neuroinflamacion se evalué el niumero de
astrocitos (GFAP) y microglia (Ibal) en hipocampo, asi como la expresion de Gal-1
y Gal-3 mediante andlisis inmunohistoquimico, y las citocinas proinflamatorias IL-
1B, TNF-a, IFN-y por el método de ELISA. Los resultados de este estudio mostraron
un aumento significativo en la expresién de Gal-3 en la microglia y los astrocitos en
el hipocampo dorsal. La expresion de Gal-3 se asocia con el incremento de las
citocinas proinflamatorias en la formacién del hipocampo de ratas administradas con
el péptido AB2s-35. Los resultados de este estudio sugieren que la administracion del
péptido AB2s3s en la region CAl del hipocampo induce un deterioro de la
recuperacion de la memoria, que se asocia con alteraciones en la neurogénesis y
cambios morfolégicos en el GD. La expresion de Gal-3 participa en la inflamacion
inducida por la administracion de AB2s-35y podria estar implicada en el progreso de

la neurodegeneracion y en el deterioro de la memoria.



Abstract

Memory impairment by the Amyloid- 25-35 (AB2s-35) peptide in animal models has
provided an understanding of the causes behind the similar deterioration that occurs
in Alzheimer's disease. However, it is uncertain as to whether the cognitive
impairment is due to disrupted encoding and consolidation of the information, or an
impairment in the retrieval of stored memory information. Recent evidences have
shown that the administration of AB2s-35into the hippocampus of rats increases the
inflammatory response that causes memory impairment and neurodegeneration.
Galectins are animal lectins that bind to B-galactosides contained in glycoproteins or
glycolipids, such as lactose and N-acetyllactosamine. Galectin-1 (Gal-1) and
Galectin-3 (Gal-3) are involved in pathologies associated with the inflammatory
process, cell proliferation, cell adhesion and migration, and apoptosis. Galectins
could participate in the modulation of the neuroinflammation induced by the AB2s-3s.
The aim of this study was to evaluate the expression of Gal-1 and Gal-3 during the
neuroinflammation induced by the administration of the AB2s-35 peptide into the
hippocampus, morphological changes and neurogenesis associated with deficit in
the spatial memory. After the administration of AB2s35, animals were tested for
spatial learning and memory in the Morris water maze. Behavioral performance
showed that AB2s-35 didn’t affect spatial learning but did impair memory, with animals
taking longer to find the platform. On day 32 morphological changes were evaluated
the in the DG using Golgi-Cox stain. The immunoreactivity to 5-bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU) was evaluated to enable the labeling of cells corresponding to
cellular proliferation period post damage, neuronal specific nuclear protein (NeuN)
and doublecortin (DCX). This study found memory retrieval impairment occurring at
day 17, a cognitive deficit which had increased significantly at day 31 after the
administration of ABz2s.3s peptide in the CA1l of the hippocampus. Morphological
changes were found in the granular cells of the DG, such as a shorter dendritic length
and a decrease in the number of dendritic spines. In neurogenesis, the total number
of cells positive to BrdU and DCX in the granule cell layer of DG declined in animals
treated with AB2s3s. The hippocampus was examined for astrocytes (GFAP),
microglia (Ibal), Gal-1 and Gal-3 via immunohistochemical analysis, and the



cytokines IL-1B, TNF-a, IFN-y by ELISA. This study’s results showed a significant
increase in the expression of Gal-3 in the microglia and astrocytes, while Gal-1
increased only in microglia of dorsal hippocampus. The expression of galectins is
associated with the increased cytokines in the hippocampal formation of AB2s.3s
treated rats. The results of this study suggest that the administration of the AB2s-35
peptide in the CAL of the rat hippocampus induces memory retrieval impairment,
that is associated with both alterations in neurogenesis and morphological changes
in the dentate gyrus. The expression of Gal-3 participates in the inflammation
induced by administration of AB2s-35s and could be involved in the neurodegeneration

progress and memory impairment.



1. Introduccion
1.1 Estructuray funcién de la formacién hipocampal

La formacion hipocampal integra la informacion sensorial proveniente de
diferentes areas corticales. Permite el almacenamiento temporal de la informacién
hasta que se desarrolla una representacion neocortical implicada en la formacién
de la memoria a largo plazo (Insausti y Amaral, 2004), atributo Unico que es
determinado por la organizacion estructural y anatémica de la formacion hipocampal
(Witter y Amaral, 2004). Desde el punto de vista anatémico-estructural, la formacién
hipocampal es un conjunto de estructuras subcorticales anatdmicamente distintas,
localizadas bajo la neocorteza (Andersen y cols., 1996a, 1996b; O'Mara y cols.,
2001; Squire, 2004; van Strien y cols., 2009) (Figura 1).

Figura 1. Localizacién de laformacién hipocampal. En color azul se muestra la localizacién de la
formacién hipocampal (Tomado y modificado de Amaral y Lavenex, 2007).

En la formacion del hipocampo se presentan dos clases principales de
neuronas: las neuronas principales (de proyeccion) que representan la mayoria de
las neuronas, y las células axdnicas cortas (interneuronas). Las neuronas
principales son de naturaleza glutamatérgica (excitadoras) y poseen dendritas
espinosas. Las interneuronas son de naturaleza GABAérgica (inhibidoras),
presentan caracteristicas morfolégicas y neuroquimicas variadas y se distribuyen
practicamente en todas las regiones y capas de la formacion del hipocampo (Amaral
y Lavenex, 2007; Bezaire y Soltesz, 2013). El término hipocampo se usa



comunmente en un sentido amplio, para incluir al hipocampo y el giro dentado (GD).
El hipocampo y el GD son cruciales para la formacion de la memoria ya que
contribuyen activamente en la integracion de la informacion (Insausti y Amaral,
2004).

El hipocampo es una regidén de la formacion hipocampal, compuesta por
campos denominados CA (abreviacién de Cuerno de Ammén o Cournu Ammonis,
gue hace referencia a los cuernos de carnero del dios egipcio Ammon). La
organizacion laminar en general es similar en todas las areas del hipocampo, la
capa celular principal es llamada capa de células piramidales. Lorente de N©, dividio
al hipocampo en tres regiones: la region superior la llamé CAl y la inferior la dividio
en dos regiones CA2 y CA3 (Figura 2A) (Witter y Amaral, 2004; Amaral y Lavenex,
2007). En el hipocampo dorsal, el 90% de las células son células piramidales de
fenotipo glutamatérgico (Figura 2B) y el 10% restante son interneuronas de fenotipo
GABAérgico. Cabe sefalar que las aferencias que recibe el hipocampo son
terminales axoénicas de neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus,
serotoninérgicas del nucleo de rafe dorsal y colinérgicas provenientes del ndcleo

septal (Witter y Amaral, 2004; Amaral y Lavenex, 2007).

El GD tiene un espesor aproximado de 250 um, se encuentra por debajo de
la capa molecular y se compone de una capa densa de cuatro a ocho células
granulares de espesor. El principal tipo de células del GD son las células granulares
de fenotipo glutamatérgico. Las células granulares tienen un cuerpo celular eliptico
con un didmetro aproximado de 10 um y altura de 18 um. Las células granulares y
capas moleculares forman una estructura en forma de V- o U- (dependiendo de la
posicidn septotemporal) que encierra una regién celular, que constituye la tercera
capa del giro dentado (Figura 2C). Las células granulares del giro dentado se
encuentran organizadas de forma estrecha y tienen un &rbol dendritico
caracteristico en forma de cono, dirigidas hacia la porcion superficial de la capa
molecular. Se han identificado interneuronas “célula canasta” de fenotipo
GABAérgico en GD, localizadas a lo largo y profundo de la capa de células

granulares (Witter y Amaral, 2004; Frotscher y Seress, 2007; Spruston y McBain,



2007).
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Figura 2. Morfologia de las neuronas de la region CA1 del hipocampo y del giro dentado. En
A) se muestra la localizacién y division de la formacién del hipocampo. En B) se muestra el dibujo
de una neurona piramidal de laregion CA1 del hipocampo realizado con ayuda de una cdmara lucida.
Las dendritas que se extienden a través del stratum radiatum, se conocen como dendritas apicales
y las dendritas que se extienden a través del stratum oriens, se conocen como dendritas basilares o
basales. s..m: stratum lucidum moleculare; s.r.: stratum radiatum; s.p.: stratum piramidal; s.o.:
stratum oriens. En C) se muestra el dibujo de una neurona granular del GD realizado con ayuda de
una camara lucida. Las dendritas se extienden del stratum granulosum (s.g.) hacia el stratum
moleculare (s.m.). Escala barra = 100 um (Tomado y modificado de Amaral y Lavenex, 2007).

1.2 Participacién de la formacién hipocampal en el proceso de aprendizaje y
memoria

El aprendizaje es una manifestacion de sobrevivencia que expresan los
individuos como respuesta a los estimulos continuos generados por el medio que
los rodea. La memoria por otra parte constituye la retencién, almacenamiento y
recuperacion de la informacion previamente adquirida. El aprendizaje y la memoria

son procesos correlacionados, capaces de sufrir modificaciones en funcion de los



estimulos ambientales. Desde el punto de vista procedimental, no se consigue
separar el aprendizaje de la memoria, ni resulta posible realizar dicha distribucion

dentro del circuito neuronal (Morgado, 2005).

El hipocampo ha resultado ideal para estudiar e identificar a los circuitos
neuronales implicados en el aprendizaje y la formacion de la memoria, debido a su
disposicion neuroanatomica, a sus caracteristicas fisiolégicas y a su reconocida
capacidad plastica (Stuchlik, 2014; Ben-Yakov y cols., 2015; Carasatorre y cols.,
2016). Desde hace mas de 100 afos, Santiago Ramon y Cajal propuso
originalmente que el fortalecimiento de las conexiones sinapticas en las neuronas
podria ser un mecanismo de almacenamiento de la memoria, y que podria explicar
la gran cantidad de informacion que se almacena (van Strien y cols., 2009;
Tonegawa Yy cols., 2015a). Donald Hebb (1949) propuso a la sinapsis como uno de
los ensambles neuronales adaptables que podrian codificar informacion en el
cerebro, y de esa manera, adquiria la capacidad de reproducir los patrones de
actividad que surgen durante la experiencia (Arshavsky, 2006; Routtenberg, 2013;
Tonegawa Yy cols., 2015b). El término plasticidad sinaptica permite describir los
cambios en las propiedades funcionales de una sinapsis como resultado de su
actividad; que refiere a la posibilidad de inducir cambios que pueden o no ser
reversibles (Routtenberg, 2013; Sweatt, 2016).

La sinapsis ha constituido uno de los mejores candidatos a sustrato
mnemonico (McGaugh, 2000; Kandel, 2001), ya que es un tipo de unién celular
sumamente especializada y constituye el sitio fisico que sirve de puente principal
para el paso de informacion de una neurona a otra, permitiendo que las diferentes
partes del sistema interactuen funcionalmente (Dash y cols., 2004; Wang y cols.,
2006; Ryan y cols., 2015; Sweatt, 2016). Se ha propuesto que la informacion puede
almacenarse mediante cambios en la comunicaciéon sinaptica. Los cambios
relacionados con el aprendizaje ocurren primero en el hipocampo, seguido del
desarrollo gradual del trazo de la memoria que es distribuida en la neocorteza
(Takeuchi y cols., 2013).



El aprendizaje es un proceso complejo y altamente dinamico, que conlleva a
la formacion de la memoria. Se define como aprendizaje a la adquisicion de
informacion para la formacion de la memoria. La memoria se refiere a la capacidad
de codificar, almacenar y recuperar informaciéon adquirida (Stulchlik, 2014; Guan y
cols., 2015). La informacién adquirida es codificada mediante la actividad
coordinada de un conjunto de neuronas y que se ha definido como “engramas”
(Tonegawa y cols., 2015a, 2015b). El aprendizaje induce cambios duraderos en
neuronas especificas que retienen la informacién y son reactivadas en condiciones
apropiadas de evocacion (Ryan y cols., 2015). Estas neuronas adquieren la
capacidad de reproducir una y otra vez los patrones de actividad que se generaron
durante la experiencia (Kandel, 2001; Dash y cols., 2004; Wang y cols., 2006). La
formacion de la memoria a largo plazo requiere de cuatro etapas: aprendizaje,
consolidacion, almacenamiento y evocacion (McGaugh, 2000; Abel y Lattal, 2001;
Dudai y cols., 2015).

La informacién adquirida durante el aprendizaje llega a la formacién
hipocampal a través de la corteza entorrinal (Figura 3). El procesamiento
unidireccional de la informacién forma el “circuito trisinaptico” (Andersen y cols.,
1996 a, 1996b), que hace referencia al conjunto de conexiones conformado por la
corteza entorrinal, el GD, la region CA3 y CA1 (Witter y Amaral, 2004; Amaral y
Lavenex, 2007). Las células de la capa Il de la corteza entorrinal (CE) proyectan
axones hacia el GD, que forma la “via perforante” (sinapsis 1). Las células
granulares del GD reciben y envian la informacién mediante proyecciones axonales
(fibras musgosas) que conectan con las células piramidales de la region CA3 del
hipocampo (sinapsis 2). Las células piramidales de la region CA3 envian
informacion hacia la region CA1 mediante las colaterales de Shaffer (sinapsis 3). La
region CA1 del hipocampo proyecta unidireccionalmente al subiculum. Una vez que
alcanza la region CAl al subiculum, los patrones de conexiones intrinsecas
comienzan a ser mas complejos. La region CA1, por ejemplo, proyecta al subiculum
y también a la corteza entorrinal. Cada una de estas regiones tiene tipos celulares
especificos que contribuyen al aprendizaje y a la formacién de la memoria
(Nakazawa y cols., 2002, 2004; Gold y Kesner, 2005; Kesner, 2007; 2013a; 2013b).
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Figura 3. Estructuray anatomia del circuito neuronal del hipocampo. Se muestra en el esquema
los circuitos neuronales del hipocampo. Las interacciones de los axones de la capa Il de la CE con
las células granulares del giro dentado por medio de la via perforante. Las células granulares del giro
dentado a través de las fibras musgosas interaccionan con las dendritas apicales de las células
piramidales de la region CA3. La regiéon CA3 envia proyecciones ipsilaterales a las células
piramidales de la region CA1 mediante las colaterales de Schaffer. Axones de la CE lateral y medial
inervan directamente al arbol dendritico apical de las regiones CAl y CA3 respectivamente. La region
CA3 es inervada por axones directos de la capa lll de la CE lateral, mientras que las dendritas
apicales de las neuronas piramidales de la region CA1 reciben axones directos de la capa Il de la
CE medial (Tomado y modificado de Li y cols., 2009).

1.3 Mecanismos moleculares en la plasticidad sin4ptica

Comprender la base material de la memoria sigue siendo un objetivo central
de la neurociencia moderna. Desde hace tiempo se ha formulado la hipétesis de
gue las modificaciones en la plasticidad neuronal y la conectividad sinaptica en el
sistema nervioso central (SNC) podrian ser el sustrato necesario para la formacion
de la memoria (Routtenberg, 2013). La formacion de la memoria se basa en la
activacion de varias cascadas moleculares a nivel neuronal, que en dltima instancia
conducen a cambios de larga duraciéon en la estructura y la funcién sinaptica
(Abraham y Robins, 2005; Rosenberg y cols., 2014; Ryan y cols., 2015). Las espinas

dendriticas son especializaciones anatémicas que forman compartimentos y son



esenciales para la transmision sinaptica excitatoria (Bourne y Harris 2007;
Govindarajan y cols., 2011). Los cambios en el nUmero de espinas dendriticas, ya
sea de nueva formacion o eliminacion, dependen de la sintesis o degradacion de
proteinas que conforman el citoesqueleto (Cingolani y Goda, 2008; Rosenberg y
cols., 2014). Varios estudios in vitro han examinado las vias de sefializacion que
conduce a la remodelacién del citoesqueleto. Al igual que la mayoria de las
cascadas de sefializacion, estas vias son muy complejas y dependen de la actividad
de las proteinas postsinapticas, la polimerizacion y despolimerizacién de la actina
(Sekino y cols., 2007; Cingolani y Goda, 2008). La regulacion dinAmica de la actina
depende principalmente de los receptores ionotropicos de glutamato, tales como los
receptores a alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) y N-metil-
D-aspartato (NMDA) (Matus, 2005; Schubert, 2007).

La teoria que permite explicar el aprendizaje y la memoria en relacion con la
plasticidad neuronal es la potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo
plazo (LTD), que conducen a la expresion génica y la sintesis de proteinas (O'Keefe
y Nadel, 1978; O'Keefe, 1979; Kandel, 2001; Barco y cols., 2006; Wang y cols.,
2006). Los mecanismos moleculares y celulares que subyacen al aprendizaje y la
memoria se han explicado mediante el uso de la LTP como modelo experimental.
La LTP propone como ejecutor al neurotransmisor glutamato. El glutamato es
liberado por la terminal presinaptica y es reconocido por el receptor postsinaptico
AMPA que se activa y permite la entrada del ion sodio (Na*). El incremento en la
concentracion de Na* favorece la despolarizacion de la membrana celular, que
permite la remocion del ion magnesio (Mg?*) que bloquea al receptor NMDA y en
consecuencia su activacion (Tsien, 2000; Dash y cols., 2004; Nakazawa y cols.,
2004; Barco y cols., 2006; Wang y cols., 2006; Park y cols., 2013; Takeuchi y cols.,
2013; Ryan y cols., 2015).

La activacion del receptor NMDA favorece la entrada de Ca?* en la terminal
postsinaptica. La entrada de Ca?* estimula la unién de calcio/calmodulina a CaMKIl,
lo que provoca la translocacion fisica de CaMKII a zonas de densidad postsinaptica

(PSD) por la union al extremo C-terminal de las subunidades NR2B del receptor



NMDA en la sinapsis y favorece la translocacion de las subunidades GIuR1 y GIuR2
del receptor AMPA a la zona de la densidad sinaptica (Barco y cols., 2006; Bourne
y Harris, 2007). El aumento en la concentracion de Ca?* ademas lleva a la activacion
de otras enzimas como la adenilato ciclasa (AC) presente en la membrana
plasmética, que cataliza la conversion de adenosin trifosfato (ATP) a adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). El aumento en la concentracidon del segundo mensajero
AMPc incrementa la fuerza sinaptica a corto plazo (facilitacion a corto plazo). El
AMPc también activa a la proteina cinasa A (PKA) dependiente de AMPc, que
permite mantener la actividad sinaptica a largo plazo (Hayashi y cols., 2004; Wang
y cols., 2004; Cheny cols., 2005).

La activacion de PKA provoca que la subunidad catalitica se transloque al
nacleo donde fosforila a CREB (proteina de union al elemento de respuesta al
AMPc), iniciandose la sintesis de proteinas indispensables para la formacion de
nuevas interacciones sinapticas, implicadas en la consolidacion de la memoria
(Kandel, 2001; Barco y cols., 2006; Bourne y Harris, 2007). La fosforilacion y la
activacion de los factores de transcripcibn como CREB, ZIF/268, C/EBP, NF-kB
(Romano y cols., 2006; Federman y cols., 2014; Guan y cols., 2015), que inducen
la expresion de genes rio abajo como bdnf, proteina asociada al citoesqueleto
regulada por actividad (arc, también conocido como arg 3.1), c-fos, zif-268 (también
conocido como zenk, egr-1, ngf-a, krox-24 y tis8) y sintaxinalB, son necesarios para

la formacion de la memoria a largo plazo (Dash y cols., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos moleculares del aprendizaje y la memoria, y la potenciacién a largo
plazo. La LTP se puede describir como un proceso secuencial: a) liberacion del neurotransmisor
glutamato para la activacion de los receptores potsinapticos; b) activacion de cinasas y fosfatasas;
c) transporte retrogrado de la informacion de la sinapsis al ndcleo y activacion de factores de
transcripcion e induccion de la expresién de genes; d) modificacion de la cromatina y cambios
epigenéticos; e) transcripcion, traduccion y sintesis de proteinas esenciales para la formacion de
nuevas sinapsis; f) activacion de sinapsis silenciosas preexistentes; g) mecanismos de perpetuacion
y persistencia de la memoria (Tomado y modificado de Barco y cols., 2006).



1.4 Neurogénesis: un sustrato necesario en la formacién de la memoria

Actualmente, se tiene evidencia de la formacion de nuevas neuronas en el
SNC adulto. Los trabajos de Altman proveen las primeras evidencias de nuevas
células granulares en el hipocampo de rata en la etapa post-natal (Altman y Das,
1965). La integracion funcional de nuevas neuronas en el SNC adulto fue
demostrada por Paton y Nottebohn en 1984, en el estudio de la integracion de
nuevas neuronas durante el aprendizaje del canto de los pajaros. El estudio de la
neurogénesis adulta se consolid6 al integrar el uso de 5-bromo-2’-deoxiuridina
(BrdU), que es un analogo de la timina, como un trazador de proliferacion celular
(Kuhny cols., 1996), esto permitié demostrar la proliferacion celular y neurogénesis
en la etapa adulta en casi todos los mamiferos examinados, incluidos los humanos
(Eriksson y cols., 1998).

Las regiones clasificadas como neurogénicas implican la presencia de
células precursoras inmaduras con un microambiente permisivo para la produccién
de nuevas neuronas (Gage, 2002; Zhong y Chia, 2008). La neurogénesis se define
como el proceso de generacion e integracion de neuronas funcionales a los circuitos
neuronales a partir de células progenitoras neuronales (CPN). Es un proceso
complejo que involucra diversas etapas, como la proliferacion de las ceélulas
multipotenciales, migracion, diferenciacion, sobrevivencia e integracion a los
circuitos neuronales existentes (Ming y Song, 2005). La proliferacion de las células
progenitoras es heterogénea y mantiene un equilibro homeostatico (van Praag y
cols., 1999; Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002; van Praag y cols., 2002; Ming
y Song, 2005; Zhao y cols., 2008).

En el cerebro adulto se han identificado dos regiones neurogénicas: el
sistema olfatorio, en la zona subventricular (ZSV) de los ventriculos laterales (VL) y
el hipocampo en la zona subgranular (ZSG) del GD (Ming y Song, 2011). En el
sistema olfatorio, los precursores neuronales residen en la porcion anterior de la
ZSV en la pared de los VL. Estas células migran a lo largo de la via migratoria rostral
dentro del bulbo olfatorio, donde son diferenciadas a células granulares e

interneuronas inhibitorias periglomerulares (Alvarez-Buylla y Garcia-Verdugo, 2002;
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Kaneko y cols., 2010; Ihrie y Alvarez-Buylla, 2011). En el hipocampo, las células
precursoras se encuentran en la ZSG del GD. Estas células surgen en la ZSG y
migran dentro de las capas celulares granulares, donde maduran a células
granulares excitatorias funcionales (Figura 5) (Zhao y cols., 2006; Ge y cols., 2008;
Balu y Lucki, 2009).

Las CPN de la ZSG del GD son multipotenciales, muestran una caracteristica
morfoldgica muy parecida a la glia radial, con un soma triangular e incremento en el
espesor de la porcion apical que alcanza la capa granular celular donde se ramifica
de forma masiva. Se pueden distinguir dos tipos de célulares de acuerdo con la
orientacién de la ZSG: astrocitos radiales y astrocitos horizontales (Seri y cols.,
2004). Estos s6lo expresan proteinas como nestina (filamento intermedio clase V),
y tienen propiedades de astrocitos que incluye la expresién de la proteina acida glial
fibrilar (GFAP), pero no la proteina S10083, otra proteina especifica de astrocitos.
Estas células tienen alargamientos cortos de las fibras nerviosas en la ZSG y
propiedades electrofisiolégicas caracteristicas (Filippov y cols., 2003; Fukuda y
cols., 2003). En la fase de diferenciacion y migracién las células generadas
expresan nestina y Sox2, pero no GFAP. Estas células son marcadas con BrdU
frecuentemente, lo que indica una actividad mitotica (Taupin, 2006). Los grupos de
células se extienden a lo largo de la ZSG y parte de estas células son destinadas a
la integracion en el circuito neuronal (Ge y cols., 2008; Balu y Lucki, 2009; Shu y
cols., 2009; Ming y Song, 2011).

La siguiente clase de células son los neuroblastos, los cuales son
precursores en la generacion de nuevas neuronas granulares (Seri y cols., 2004).
Las evidencias sugieren gque las CPN se dividen y se diferencian a células post
mitéticas que maduran a neuroblastos para formar neuronas granulares. Estas
células tienen un soma largo, redondo u ovoide con extensiones citoplasméticas y
un patron de caracteristicas electrofisioldgicas complejas claramente diferentes a
los astrocitos (Filippov y cols., 2003). Estas células ya no expresan nestina o Sox2,
sino que comienzan a expresar la PSA-NCAM (Seriy cols., 2004). Ambas subclases

expresan a la proteina asociada a los microtubulos DCX, presente en el inicio de la
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diferenciacion y migracion, asociado Unicamente con el linaje neuronal (Brown y
cols., 2003) y Prox1, un factor de transcripcion especifico de las células granulares

del giro dentado (Kronenberg y cols., 2003).

Las células granulares en diferenciacion pasan por la fase transitoria de
expresion de DCX y PSA-NCAM, especificas de neuroblastos. Los neuroblastos
tienen las caracteristicas de las neuronas granulares inmaduras, que incluyen
ramificados prominentes, con frecuencia procesos radiales que se extienden a
través de la capa de células granulares y proyectan dentro del hilus (Seri y cols.,
2004). En ningun punto del tiempo se presenta una superposicion entre marcadores
y propiedades gliales o neuronales, lo que sugiere que las células precursoras de la
ZSG pueden dar lugar a neuronas o células de la glia, lo cual es determinado a nivel
de la célula progenitora quiescente o durante el proceso de amplificacién (Shu y
cols., 2009; Ming y Song, 2011).

La diferenciacion post mitética es caracterizada por una expresion transitoria
de DCX, la proteina de unién a calcio Calretinina y la expresion de los marcadores
neuronales NeuN y Calbidina (Kempermann y cols., 2004). La formacion de las
dendritas y del axdn se presenta durante el periodo que incluye la aparicion
transitoria de dendritas basales. La elongacion del axén ocurre rdpidamente y forma
conexiones apropiadas a CA3, las cuales son establecidas dentro de los dias 4 a
10 después del nacimiento. Durante la primera etapa de maduracion las neuronas
presentan una alta resistencia y baja capacitancia de la membrana (Esposito y cols.,
2005; Ge y cols., 2008), y empiezan a recibir proyecciones sinapticas funcionales
de tipo GABAérgicas, pero no glutamatérgicas. Estas células son excitadas por
GABA, el cual es esencial para el establecimiento de sinapsis de tipo glutamatérgico

y GABAérgico, para la regulacion del desarrollo dendritico (Esposito y cols., 2005).

Durante la segunda y tercera semana de maduracion, las nuevas neuronas
exhiben propiedades electrofisiolégicas comparables, pero no similares a las
neuronas maduras. Se ha descrito que las inervaciones glutamatérgicas aparecen
entre los dias 14 y 18, con la formacion de espinas dendriticas y un continuo

crecimiento dendritico (Esposito y cols., 2005; Ge y cols., 2008; Zhao y cols., 2006).
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Cuatro semanas después de la division las nuevas células granulares pueden
generar potenciales de accién, muestran respuestas electrofisiologicas muy
similares a las células maduras de su alrededor y son integradas en el circuito
hipocampal (van Praag y cols., 2002). Las nuevas neuronas muestran un bajo

umbral para la induccién de la LTP (Schmidt-Hieber y cols., 2004).

El proceso de neurogénesis es regulado con el fin de mantener la poblacién
de células multipotenciales, modular la proliferacién, la migracion neuronal y
mantener los circuitos neuronales funcionales. La completa integracion de las
nuevas neuronas requiere el establecimiento de conexiones sinapticas aferentes y
eferentes dentro del circuito neuronal. Los neurotransmisores GABA y glutamato
favorecen la completa integracion de las nuevas neuronas maduras en el SNC
adulto (Tashiro y cols., 2006; Ge y cols., 2008; Balu y Lucki, 2009; Li y cols., 2009;
Shu y cols., 2009; Ming y Song, 2011).
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Figura 5. Neurogénesis en la etapa adulta en la region del giro dentado de la formacién del
hipocampo. Resumen de las 5 etapas del desarrollo durante la neurogénesis: 1) activacion de las
células quiescentes radial similar a la glia en la ZSG; 2) proliferacion de precursores no radiales y
progenitores intermedios; 3) generacion de neuroblastos; 4) integracion de neuronas inmaduras; y
5) maduracién de las nuevas células granulares dentadas. Se muestra la expresién de marcadores
en estado-especificos, neurotransmision, procesos secuenciales de integracion sinaptica y periodos
criticos de regulacion, sobrevivencia y plasticidad. CM: capa molecular; CG: células granulares; ZSG:
zona subgranular; GFAP: proteina acida glial fibrilar; BLBP: proteina de unién a lipidos del cerebro:
DCX: doblecortina; NeuN: proteina neuronal especifica; LTP: potenciacion a largo plazo (Tomado y
modificado de Ming y Song, 2011).

Experimentalmente la induccion de la LTP en la via perforante incrementa la
proliferacion neuronal en GD, de una manera dependiente del receptor NMDA
(Bruel-Jungerman y cols., 2006; Chun y cols., 2006). La actividad de CREB regula
la transcripcion de genes que codifican a proteinas como Pax6, doble cortina (DCX)
(Koizumi y cols., 2006) y moléculas de adhesién celular neuronal polisialilada (PSA-
NCAM) (Battista y Rutishauser, 2010; Herold y cols., 2011), que participan en el
control de la migracién y la diferenciacion (Chiaramello y cols., 2007). La LTP

inducida por tareas de aprendizaje y que tienen una demanda importante de los
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circuitos neuronales del hipocampo, favorecen el proceso de neurogénesis en el GD
(Bruel-Jungerman y cols., 2006; Deng y cols., 2009, 2010; Lemaire y cols., 2012).
Actualmente se ha demostrado que el proceso de aprendizaje requiere de la
integracion de nuevas neuronas como un sustrato necesario para la formacion de
la memoria y que esta integracién es favorecida por la LTP (Dupret y cols., 2008;
Lemaire y cols., 2012). La neurogénesis en el hipocampo adulto proporciona un uso
dinamico y flexible de la informacién adquirida, la separaciéon de patrones, la
prevencion de interferencias, la flexibilidad del comportamiento conductual y

finalmente la resolucién de la memoria (Aimone y cols., 2010, 2011).

Recientes evidencias demuestran que la tarea de aprendizaje en el laberinto
acuatico de Morris induce sinaptogénesis (Ramirez-Amaya y cols., 1999; Ramirez-
Amayay cols., 2001), asi como neurogénesis en el GD (Dupret y cols., 2007; Dupret
y cols., 2008; Ge y cols., 2008). Se ha propuesto que la velocidad de neurogénesis
esta relacionada directamente con la capacidad de aprendizaje (Leuner y cols.,
2004). El aprendizaje induce un efecto positivo sobre las neuronas en
diferenciacion, ya que promueve el incremento en la longitud dendritica y el nimero
de espinas (Lemaire y cols., 2012). La integracion de nuevas neuronas permite
separar, organizar y codificar la informacion durante el aprendizaje espacial (Dupret
y cols., 2008; Clelland y cols., 2009; Aimone y cols., 2010, 2011). Se ha planteado
una relacién entre la disminucién en el proceso de neurogénesis en enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA), y la pérdida de la
capacidad para formar nuevas memorias a largo plazo (Rodriguez y Verkhratsky,
2011). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos implicados entre el déficit

cognitivo y la disminucién en la neurogénesis.

Las neuronas granulares maduras el GD proyectan las fibras musgosas a las
células piramidales regiéon CA3 del hipocampo; las terminales musgosas coliberan
glutamato, zinc y neuropéptidos, mientras que las terminales de filopodios de las
fibras musgosas hacen contacto con interneuronas inhibitorias. En el GD se reclutan
del 2 al 3% de las unidades neuronales durante el procesamiento de informacién

espacial, lo que refleja un cédigo escaso, con el cual es mas viable una Optima
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separacion de patrones, ya que es menos probable reclutar al mismo engrama
durante el aprendizaje en diferentes representaciones (Kesner, 2013a, 2013b). La
region CA3 proyecta aferencias a las células piramidales de CAl, y fibras
colaterales recurrentes que hacen contacto con otras células piramidales en la CA3,
en un fascinante gradiente proximo-distal y septo-temporal (Kesner, 2007;

Carasatorre y cols., 2016).

Se ha propuesto que la inervacion del GD a CA3 de entre 10 a 18 sinapsis
musgosas hacen contacto con cada célula piramidal, mientras que el nUmero de
sinapsis por célula piramidal de vias mas débiles, como las colaterales del CA3 o
las vias provenientes del CAl, estan en el orden de los miles. Por lo tanto, se ha
propuesto que las fibras musgosas dirigen el almacenamiento de nuevas
representaciones, mientras la via perforante transmite la clave de informacién que
inicia la recuperacion de representaciones previamente almacenadas. Gracias a sus
conexiones recurrentes, la regiéon CA3 lleva a cabo la comparacion estadistica de
patrones, completando los patrones de actividad para reconocer asi lo familiar o
separandolos cuando las representaciones son diferentes (Kesner, 2007, 2013a;
2013b; Carasatorre y cols., 2016).
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1.5 La enfermedad de Alzheimer

Las demencias degenerativas son enfermedades irreversibles que afectan a
35.6 millones de personas en el mundo. La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
causa mas frecuente de demencia y la mas prevalente entre los ancianos. Los
pacientes con la EA representan aproximadamente el 10% de la poblacion mayor a
65 afos y hasta el 50 % de la poblacion mayor a 85 afos. La EA se caracteriza por
la presencia de dos marcadores histolégicos: las placas seniles o placas neuriticas
(PNs) y las maranas neurofibrilares (MNF) (Selkoe, 2001; Matson, 2004).

Las PNs estan formadas por la agregacion del péptido amiloide beta (AB),
mientras que las MNF son producto de la hiperfosforilacion de la proteina Tau
(Walsh y Selkoe, 2004). La agregacion de las PNs y las MNF se presentan
principalmente en el hipocampo, la corteza frontal y la amigdala, estructuras
cerebrales relacionadas estrechamente con el aprendizaje y la memoria (Selkoe,
2001; Matson, 2004; Tanzi y Bertram, 2005) (Figura 6). Ademas de los marcadores
clasicos de la EA, la degeneracién sinaptica es una de las principales caracteristicas
gue es asociada al déficit cognitivo, incluso antes de que exista muerte neuronal
(Knobloch y Mansuy, 2008; Yu y Lu, 2012).

En los ultimos afos, se ha reportado que en los cerebros de los pacientes
con la EA se presenta un proceso inflamatorio de tipo crénico. Se ha propuesto la
hipotesis de que existe una relacion intima entre el AB y la neuroinflamacion, como
uno de los principales detonantes de la EA. Los estudios clinico-patolégicos y de
neuroimagen revelan una intensa actividad de los astrocitos y la microglia en la
periferia de las PNs (McGeer y McGeer, 2001; Eikelenboom y van Gool, 2004),
ademas de observar el aumento de los mediadores proinflamatorios (Heneka y
cols., 2014) (Figura 6).

Los agregados de péptido AB interactuan con receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) expresados en microglia y astrocitos que inician una respuesta
inmune innata. Este proceso implica la secrecion de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas que contribuyen a una respuesta inmune desregulada que provoca la

neurodegeneracion (Fernandez-Vizarra y cols., 2004; Griffin y Barger, 2010). La
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neuroinflamacién ha sido asociada durante mucho tiempo a la patologia de la EA,
aungue su contribucion en la progresion de la enfermedad ain no se comprende.
Actualmente la respuesta inflamatoria se considera un marcador histopatolégico

para el diagnéstico de la EA (Heneka y cols., 2015).

Alzheimer

Figura 6. Marcadores histopatoldgicos en la EA. En A) se muestra el cerebro de un paciente con
la EA. Las fotomicrografias muestran en B) a las marafias neurofibrilares (color verde) y en C) se
muestra una placa neuritica (color rojo) de la corteza cerebral de un paciente con la EA. En D) se
muestra la fotomicrografia de las células de la microglia (marcador lbal, color verde) en la periferia
de una placa neuritica (color rojo). En E) se muestra la fotomicrografia donde se identifico a los
astrocitos (marcador GFAP, color verde) en la periferia de una placa neuritica (color rojo). En F) se
evaluo la expresion de la citocina proinflamatoria IL-13, la cual se muestra presente en células de la
microglia. Las fotomicrografias fueron tomadas por microscopia confocal (Tomado y modificado de
Guevara y cols., 2004; Heneka y cols., 2015).
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1.6 La inflamacion como un mecanismo de toxicidad del amiloide-B

Las PNs estan formadas por una combinacion heterogénea de péptidos AB
desde 20 a 43 aminoacidos, sin embargo, los de 42 y 43 aminoacidos son los
depositos extracelulares mas abundantes del péptido AB. Los depdsitos del péptido
AR de 40 a 42 aminoacidos (AP1-42) forman una estructura fibrilar insoluble, que se
asocia a la degeneracion neuronal (Selkoe, 2008). El péptido AR de 40-42
aminoacidos se forma por la escisién secuencial de la proteina precursora del
amiloide (PPA), la cual es una glicoproteina transmembranal de tipo I. El dominio
N-terminal es extracelular y el dominio C-terminal se localiza en el citoplasma. El
gen que codifica para la PPA esta localizado en el cromosoma 21. La PPA presenta
cuatro isoformas que corresponden a la PPA 695, 714, 751 y 770 aminoacidos, la
isoforma mas comun es la de la PPA de 695 aminoacidos (Figura 7). Su funcién aun
no esta elucidada, aunque se ha implicado como regulador de la formacién de la
sinapsis, plasticidad neuronal y exportacion de hierro (Turner y cols., 2003; Priller y
cols., 2006; Duce y cols., 2010).

La PPA esta sujeta a la protedlisis por diversas proteinas denominadas a-
secretasa, [-secretasa y y-secretasa (Figura 7). El corte de la PPA por la a-
secretasa impide la generacion del AB, debido a que el sitio de corte se encuentra
dentro del dominio AB y es denominada via no-amiloidogénica (Selkoe, 2001). El
resultado del corte proteolitico por la a-secretasa es la liberacion de un ectodominio
soluble de la PPA denominado sPPAa y un fragmento C-terminal de 83
aminoacidos. La B-secretasa realiza un corte proteolitico de la PPA lo que genera
el extremo N-terminal, denominado sPPAB y el extremo C-terminal de 99
aminoacidos (C99) permanece anclado a la membrana (Blennow y cols., 2006).
Posteriormente la y-secretasa, corta la parte transmembranal del dominio C99, en
los aminoéacidos 40 o 42 que corresponde al dominio C-terminal del péptido AB. El
corte por la y-secretasa genera el péptido AR de 40 a 42 aminoacidos y el péptido
citoplasmatico AICD (dominio intracelular carboxilico del amiloide), esta ruta de
sintesis es conocida como la via amiloidogénica (Selkoe, 2001; Blennow y cols.,
2006).
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Figura 7. Metabolismo de la PPA. En la via no amiloidogénica, la PPA es procesada por el corte
proteolitico de la a- secretasa en el dominio AB, formando sPPAa y un fragmento c-terminal unido a
la membrana. En la via amiloidogénica, la PPA es secuencialmente sometida al corte proteolitico por
accion de la B- y y-secretasa para formar el péptido AB. El corte de la - secretasa corta a la PPA
para generar el fragmento sPPAB y un fragmento unido a la membrana AICD. (Tomado y modificado

de Mu y Gage, 2011).

Las evidencias muestran que las altas concentraciones y la agregacion del
péptido AB son un factor detonante de la toxicidad en la EA (Pike y cols., 1993;
Mattson, 2004). Los eventos neurodegenerativos aparecen en la corteza
transentorrinal, corteza entorrinal y el hipocampo, que conllevan a la disfuncién
sinaptica y cognitiva (Walsh y Selkoe, 2004). En la EA una de las caracteristicas
principales es el dafio en la memoria, por la pérdida cronica y progresiva de
neuronas de la formacion hipocampal (Mattson, 2004; Heneka y cols., 2015). En la
formacion hipocampal se localiza el GD, uno de los dos nichos neurogénicos del
cerebro adulto, que favorece la generacion, diferenciacion e integracion de nuevas

neuronas funcionales para la formacion de la memoria (Ge y cols., 2008).

Los estudios post mortem realizados en cerebros de pacientes con EA han

demostrado un incremento en el proceso de neurogénesis, sin embargo, a largo
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plazo se manifiesta una deplecion en la integracion de nuevas neuronas (Jin y cols.,
2004; Rodriguez y Verkhratsky, 2011). Actualmente no se ha descrito por completo
la implicacion de la neurogénesis en la formacion de la memoria y su alteracion en
etapas tempranas de la EA. Diversos mecanismos se han propuestos para explicar
el efecto neurotoxico del péptido AB: 1) la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS); 2) la induccién de la entrada masiva y acumulacién de Ca?*
intracelular; 3) la alteracion en la fluidez de la membrana por lipoperoxidacion; y 4)
la induccion del proceso de neuroinflamacion (Figura 8) (Selkoe, 2001; Hardy y
Selkoe, 2002; Zheng y cols., 2002; De Felice y cols., 2007; Shankar y cols., 2007,
Limon y cols., 2009).

PPA
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Figura 8. Mecanismos moleculares de toxicidad del péptido AB. Los principales mecanismos de
dafio del péptido AR son: desequilibrio en la homeostasis de Ca?*, disfunciéon mitocondrial que
conlleva al estrés oxidativo e induccién de una respuesta inflamatoria que conlleva a una muerte
neuronal y en consecuencia a una neurodegeneracion (Tomado y modificado de Butterfield y cols.,
2001).
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Se ha propuesto que uno de los principales mecanismos de dafio del péptido
AB es la induccion de una respuesta inflamatoria, que conlleva a un dafio neuronal
latente en los cerebros de los pacientes con la EA (Heneka y cols., 2010; Maccioni,
2010). El péptido AB tiene la capacidad de activar a los astrocitos y la microglia a
través de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y el receptor a IL-1
(IL-1R), que induce un incremento de citocinas, quimiocinas y generacion de
especies reactivas de oxigeno. La sobreproduccién de estos factores conlleva a una
desregulacion de la respuesta inmune gue contribuye a la neurodegeneracion (Su
y cols., 2016). Esto sugiere que la inflamacion es un factor critico que contribuye a
la degeneracion neuronal y posiblemente sea el detonante del deterioro cognitivo
en la EA. Sin embargo, las evidencias descritas aun no son del todo claras. Es
necesario desarrollar mas estudios con otros modelos experimentales, que permitan
comprender mejor la participaciéon del proceso inflamatorio en la degeneracion

neuronal y el deterioro cognitivo que induce el AB a largo plazo.

1.7 El péptido amiloide-B2s.3s como un modelo para estudiar la enfermedad de
Alzheimer

El empleo del péptido AR como un modelo de estudio in vitro e in vivo ha
demostrado que el estado oligomérico y prefibrillas tienen una actividad neurotoxica
(Walsh y Selko, 2004; Selkoe, 2008). Los agregados del péptido AB1-40y AP1-42 SON
los fragmentos mas predominantes en los pacientes con la EA (Sakono y Zako,
2010; Glenner y Wong, 2012), sin embargo, estos agregados también contienen
péptidos con secuencias de oligdmeros truncados como el AB2s-35 0 el AB2s-35/40
(Kubo y cols., 2002; Gruden y cols., 2007). La fraccion 25-35 del AB (AB2s-35) se ha
propuesto como la parte mas toéxica del péptido completo, ya que es capaz de
agregarse rapidamente e inducir neurotoxicidad de forma inmediata (Pike y cols.,
1993; Pike y cols., 1995; Harkany y cols., 1998; Selkoe, 2001). El péptido AP2s-35
esta formado por 11 aminoacidos (GSNKGAIIGLM) y se localiza en el extremo C-
terminal de la secuencia de aminoacidos del AB. El péptido AB2s-3s mantiene la
capacidad de generar los efectos neurotoxicos del péptido completo 1-40 o 1-42
(Pike y cols., 1993; Yamada y Nabeshima, 2000; Zussy y cols., 2011; Zussy y cols.,
2013).
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Se ha propuesto al péptido AB2s-3s como un modelo en el estudio de las
etapas tempranas en la EA (McDonald y Overmier, 1998; Gulyaeva y Stepanichev,
2010; Zussy y cols., 2013). Los mecanismos neurotdxicos del péptido AB2s-35 hacen
referencia a una desregulacién de la neurotransmision glutamatérgica (Figura 9). El
AB2s-3s tiene la capacidad de regular el trafico de receptores AMPA hacia la
membrana postsinaptica. Los AMPARs son esenciales para los eventos de
plasticidad dependientes de la LTP y la LTD implicados en la formacion de la
memoria (Parameshwaran y cols., 2008) que causa retraccién axonal y dendritica,
seguida de la muerte neuronal (Yanker y cols., 1990; Lazcano y cols., 2014). Los
efectos neurotdxicos del péptido AB2s-2s son mediados por la activacion de los
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR), ya que generan un desequilibrio en la

homeostasis del Ca?* (Harkany y cols., 2000).

f
NMDAR
4

=
NMDAR
Ve oY

| sss%e endocitosis
! - Ca 2+

A
L--
ca2+ —_— N 4
|
|
1
|
|
|
|
1
|

AMPAR

|
|
|
1
excitotoxicidad :
|
|

Citocromo C

Caspasa-3

[

dano mitocondrial «— SN~ . _ _ _ _ _ L _ _ _ _ _ _

_
|
| CaMKIl
|
|
|
1
1
|
|

Figura 9. El AB modula la expresion y funcionalidad de los receptores AMPA y NMDA. EIl AB
modula a los canales AMPA por un proceso de protedlisis mediante caspasa-3 e inhibe la
autofosforilacion de CaMKIl, asi que CaMKII fosforila al receptor AMPA. El AB facilita la fosforilacion
del receptor AMPA en S880 de la subunidad GIuR2 y promueve su endocitosis, e induce una
reduccién de PSD-95 y de la subunidad GIuR2 en el receptor NMDA. EI AR promueve la entrada de
Ca?* a través de su interaccién con el receptor NMDA que conlleva a excitotoxicidad, dafio
mitocondrial y en consecuencia muerte neuronal por apoptosis. Se presentan los procesos
facilitadores (lineas continuas) e inhibidores (lineas punteadas) (Tomado y modificado de
Parameshwaran y cols., 2008).
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El incremento en la concentracion de Ca?* conlleva a excitotoxicidad e
incremento en las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS). Los
radicales libres mas importantes que participan en el estrés oxidativo son el anion
superoéxido (O27), el radical hidroxilo (OH") y el éxido nitrico (NO’). La entrada masiva
de Ca?* inducida por el péptido AB2s-35 activa a la sintasa de 6xido nitrico inducible
(iINOS) e incrementa los niveles de NO'. El dafio generado por el péptido AB2s-35 a

nivel mitocondrial favorece la reaccion de e con el Oz e inducen la produccién del

anién superéxido (027). EI 02" y el NO® reaccionan formando peroxinitrito
(ONOO"), que con CO: forman nitroso-peroxi carbonato (ONOOCO?2) que al

romperse de manera homolitica genera el radical carbonato (COz™) y diéxido de

nitrogeno (NOz2) (Halliwell, 2006).

El NO2'y ONOO ' reaccionan con proteinas, lo cual deriva en la nitracion de
residuos de tirosina formando 3-nitrotirosina (3-NT), y en consecuencia la proteina
pierde su conformacion y funcién. El anion NOz", generado por la estabilizacion del
NO’, es una especie cuantificable y se ha demostrado que el péptido AB2s-35 puede
generar un incremento de NOz" (Limén y cols., 2009; Diaz y cols., 2011, 2012). La
formacion de ROS y RNS generan un incremento en la lipoperoxidacion y nitracion
de proteinas (Vardarajan y cols., 2001; Limon y cols., 2009; Carrillo-Mora y cols.,
2014; Limoén y cols., 2011). El dafio oxidativo generado sobre las neuronas por la
agregacion del AB induce la activacion de las células gliales que llevan a un proceso
de neuroinflamacién (Varadarajan y cols., 2001; Sofroniew y Vinters, 2010; Diaz y
cols., 2012).

La neuroinflamacion por el péptido AB2s-3s promueve la astrogliosis reactiva y
la liberacion de citocinas proinflamatorias como la IL-13, IL-6, IL-17 y TNF-a, en
donde la sobreexpresion de las citocinas proinflamatorias podria activar los
mecanismos de neurodegeneracion y en consecuencia causar el deterioro cognitivo
(Rosales-Corral y cols., 2004; Chiarini y cols., 2010; Diaz y cols., 2012). Sin
embargo, si el estimulo inflamatorio persiste pueden activar los mecanismos de

neurodegeneracion y muerte neuronal (Swanson y cols., 2004; Whitney y cols.,
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2009; Heneka y cols., 2015). Cabe mencionar que en los modelos in vivo alin no se
demuestran con claridad los mecanismos moleculares de la inflamacion que
participan en respuesta a la toxicidad del ABz2s-35, los cuales podrian estar vinculados

con la neurodegeneracion y el deterioro cognitivo presente en la EA.

1.8 El péptido AB y la neuroinflamacion como un factor clave en la
neurodegeneracion

La neuroinflamacion se define como la respuesta inmune que activa a las
células gliales (astrocitos y microglia). La actividad de astrocitos y microglia ocurre
bajo un proceso regulado con la finalidad de proteger la integridad estructural y
funcional de las células. Sin embargo, la actividad de la microglia y astrocitos en un
intento ineficaz de eliminar los agregados del péptido AB provocan un incremento
exacerbado de citocinas y quimiocinas proinflamatorias (Heneka y cols., 2014,
Heneka y cols., 2015; Latta y cols.,, 2015). El incremento de citocinas
proinflamatorias y el dafio neuronal generan un estado reverberante que
desencadenan una reactividad microglial y astrocitica deletérea (Doody y cols.,
2013; Salloway vy cols., 2014; Sofroniew y cols., 2014; Kirkley y cols., 2017).

Se ha demostrado la localizacion de la microglia y astrocitos en las
proximidades de las placas seniles, donde el péptido AB puede activar a las células
gliales a través de los receptores Toll Like (TLR) 2, 4 y 9. Después de la
estimulacidn, a partir de los TLR se desencadena una cascada de sefializacion que
involucra a MyD88 y la activacion de factores de transcripcion como el factor nuclear
kappa B (NF-kB) y la proteina activadora 1 (AP-1) (Moynagh, 2005; Lee y Kim,
2007). En consecuencia, se agrava aun mas el dafio neuronal por la promocion de
factores proinflamatorios como IL-18 TNF-a e IFN-y (Figura 10) (Whitney y cols.,
2009; Lee y cols., 2010; Heneka y cols., 2015).

La actividad de la microglia es de naturaleza pleiotropica, que depende de
los factores del microambiente inflamatorio en el que se recluta. La microglia
presenta la capacidad de polarizar su fenotipo funcional a un fenotipo M1
(inflamatorio) o M2 (antiinflamatorio). En condiciones troficas la microglia

desempefia un papel importante en el mantenimiento de la comunicacién sinaptica,
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plasticidad neuronal y reparacién neuronal a través de la secrecion del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Ji y cols., 2013; Parkhurst y cols., 2013).

Alternativamente, dentro de un entorno proinflamatorio, la actividad de la
microglia parece tener un efecto degenerativo sobre la diferenciacion y maduracion
de las células progenitoras neurales, la formacion de sinapsis y la plasticidad
neuronal (Bastos y cols., 2008; Deng y cols., 2010; Lynch, 2010). La activacion de
microglia por IFN-y, TNFa, ligandos de TLR o AB desencadenan la activacion
clasica y proinflamatoria de la microglia (Takeda y Akira, 2004; Lotz y cols., 2005;
McGeer y McGeer, 2010), que conlleva a un incremento en la actividad de iNOS,
IL-1B, IL-6, IL-12, TNFa y quimiocinas que promueven la neurodegeneracion (Hu y
cols., 2012; Graciuc, y cols., 2013).

La activacion de la microglia induce la proliferacion de astrocitos. Los
astrocitos son las células gliales mas abundantes en el SNC, constituyen mas del
25 % del volumen total del cerebro y son cruciales para mantener una estructura y
funcion saludable del cerebro. Cumplen importantes funciones dentro del SNC: ellos
proveen soporte fisico y metabodlico a las neuronas, participan en la formacion y
mantenimiento de la barrera hematoencefalica, producen factores neurotroficos y
neuroprotectores como el BDNF, y participan en procesos de reparacion dentro del
SNC (Avila-Mufioz y Arias, 2014).

Los astrocitos son reguladores clave en la respuesta inflamatoria, y la
astrogliosis reactiva se manifiestan por un incremento en el namero, tamafio y
motilidad de los astrocitos, que rodean las placas seniles caracteristica de la EA
(Sofroniew, 2014; Heneka y cols., 2015). En respuesta a la agregacion del péptido
AB los astrocitos desencadenan respuesta inflamatoria marcada, mediante la
expresion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, principalmente las citocinas
IL-1B, IL-6 TNFa, IFNy, y TGFB (Nagele y cols., 2003; Morales y cols., 2014). La
actividad de los astrocitos se ha considerado un factor clave que conlleva a la

neurodegeneracion.
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Figura 10. El péptido AR promueve la actividad de astrocitos y microglia. El AR induce la
activacion de astrocitos y microglia a través de los receptores TLR 2, 4y 9, IL-1R, que en un intento
de eliminar los agregados de AB induce una la respuesta inflamatoria a través de la secrecién
citocinas proinflamatorias como IL-1B3, TNF-a e INF-y, entre otros. La actividad de estas citocinas
promueve la translocaciéon de los factores de transcripcién NF-kB, AP-1 e IRF-9 presentes en el
citoplasma al ndcleo, y en consecuencia favorecen la transcripcion de genes implicados en la
modulacion de la neuroinflamacion, generando un microambiente reverberante y dafio neuronal.

Los astrocitos pueden ser mas eficientes en la captacion del ABi42 que la
microglia (Wyss-Coray y cols., 2003; Nielsen y cols., 2010) y muestran preferencia
por la captacion del AR en forma de oligémero en lugar de fibrillas (Guénette, 2003;
Nicoll y Weller, 2003). Al igual que la microglia, los astrocitos activados producen
numerosas moléculas proinflamatorias, una de ellas es la S1008 y GFAP, las cuales
son altamente expresada por astrocitos reactivos. La actividad prolongada de los

astrocitos genera un dafo neuronal que genera a su vez un deterioro cognitivo.
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Se ha demostrado que la administracion del péptido AB2s3s en corteza
cerebral induce la activacion de la microglia y astrocitos (Diaz y cols., 2012), los
cuales promueven la liberacién de citocinas proinflamatorias como IL-18, TNF-q, IL-
6, IL-17 e incrementan las RNS. El incremento conlleva a la neurodegeneracion y
en consecuencia causan la muerte neuronal (Rosales-Corral y cols., 2004; Swanson
y cols., 2004; Chiarini y cols., 2010; Diaz y cols., 2012). Sin embargo, la respuesta
inflamatoria en el proceso neurodegenerativo aun no es clara (Amor y cols., 2010;
Glass y cols., 2010), lo que hace preguntarnos si la inflamacién es la causa de la
EA.

1.9 Galectinas: moduladores del proceso de inflamacién

Comprender las interacciones entre el sistema inmune y el sistema nervioso
podria ser clave para prevenir o retrasar las enfermedades neurodegenerativas. Las
interacciones especificas entre las moléculas expresadas en la superficie de las
células o sustratos potenciales de adhesién (ligandos) son importantes mecanismos
de la comunicacién célula-célula y célula-matriz extracelular. En el presente trabajo
proponemos que los cambios en la glicosilacién de proteinas son criticos en la
sefalizacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (van Kooyk y Rabinovich,
2008; Rabinovich y cols., 2012, Rabinovich y Croci, 2012).

La glicosilacion de proteinas es una modificacion co- y postraduccional que
regula el plegamiento y funcion de la mayoria de las proteinas, y es vital para
muchas funciones cerebrales, incluido el aprendizaje y la memoria (Kleene y
Schachner, 2004). Se conocen dos tipos principales de glicosilacion en la via
secretora: la N-glicosilacion, que inicia en el lumen del reticulo endoplasmico rugoso
e implica la unién covalente de un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a una
asparagina en el sitio consenso Asn-X-Ser/Thr (GIcNAcB1) de la proteina naciente;
la O-glicosilacion se inicia en el aparato de Golgi, principalmente, e implica la adicion
de diferentes monosacaridos, el residuo mas frecuentemente adicionado es la N-
acetilgalactosamina (GalNAc) al -OH de Ser o Thr en unién a o B (Varki, 2017).

La glicosilacion a nivel intracelular es un proceso dinamico que regula los

sitios potenciales de fosforilacién, mientras que la variabilidad en una estructura
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proteica contribuye al plegamiento, especializaciéon y diversidad biol6gica, asi como
su direccionamiento y proteccion ante la protedlisis (Raman y cols., 2005; Alavi y
Axford, 2008). Los carbohidratos son las macromoléculas de mayor diversidad y
abundancia a nivel biolégico, y estan implicados en procesos de transferencia de
informacion codificada por el "glicoma". La informacion codificada por las
estructuras de carbohidratos en forma de glicoconjugados, es la modulacion
dinamica en la superficie celular e intracelular. Los cambios glicosidicos de tipo O y
N-glicanos son importantes en la modulacion y resolucién de procesos inflamatorios
(Johnson y cols., 2013). Asi mismo, se ha demostrado que los cambios en la
glicosilacion se asocian a diversos estados patoldgicos entre los que se encuentran
a las enfermedades neurodegenerativas (Dube y Bertozzi, 2005; Alavi y Axford,
2008; Schedin-Weiss y cols., 2014; Kizuka y cols., 2017).

El reconocimiento de los glicoconjugados por lectinas enddégenas juega un
papel fundamental en la regulacion de la inmunidad, ya que son las responsables
de decodificar la informacion presente en los glicanos. Se incluyen a las lectinas de
tipo C (MGL, DC-SIGN y Dectin-1), siglecs (lectinas de reconocimiento a acido
sidlico) y galectinas (Vasta y cols., 2012). Las galectinas decodifican la informacién
de los glicanos a través de interacciones lectina-carbohidrato, en glicoconjugados
(glicoproteinas y glucolipidos) de la superficie celular y de la matriz extracelular (Liu
y cols., 2002; Vasta y cols., 2012; Thiemann y Baum, 2016; Gabius y Roth, 2017).

Las galectinas (anteriormente "lectinas de tipo S"), son una familia de lectinas
enddgenas, que comparten caracteristicas Unicas, como su estructura altamente
conservada, su alta especificidad de hidratos de carbono y su capacidad para
regular de forma diferencial miles de respuestas biolégicas. Las galectinas
presentan una afinidad por B-galactésidos. Contienen dominios de reconocimiento
a carbohidratos (CRD, por sus siglas en ingles carbohydrate-recognition domain) de
aproximadamente 135 aminoacidos, organizados en cinco y seis hojas 3 (Di Lellay
cols., 2011; Vasta y cols., 2012), que son responsables del reconocimiento de la

estructura minima de N-acetillactosamina (LacNAc; [GalB1-4GIcNAc]n, donde Gal
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es galactosa y GIcNAc es N-acetilglucosamina) (Almkvist y Karlsson, 2002;
Hirabayashi y cols., 2002; Liu y cols., 2002; Rabinovich y cols., 2002; Liu, 2005).

La caracterizacion del complejo Galectina-1-LacNAc muestra residuos de
aminoacidos y grupos hidroxilo que participan en las interacciones proteina-
carbohidrato, el cual se encuentra constituido por 11 estructuras B-plegadas
antiparalelas en forma de sandwich que forman un CRD (Di Lella y cols., 2011;
Vasta y cols., 2012) (Figura 11). El sitio de union a carbohidratos esta formado por
tres cadenas concavas continuas (B4-B6) que contienen los residuos de
aminoacidos, His44, Asn46, Arg48, His52, Asn6l, Trp68, Glu71 y Asn730 que estan
implicadas en las interacciones directas con la LacNAc (Vasta, 2009; Thiemann y
Baum, 2016). Las interacciones adicionales de las moléculas de agua estan
involucradas en la unién del nitrégeno del grupo de NAc con His52, Asp54 y Arg73,

lo que resulta en el incremento de la afinidad por LacNAc sobre Lac.

A diferencia de la galectina-1, la galectina-3 tiene un sitio extendido de union
a carbohidratos formado por una hendidura abierta en ambos extremos, en la que
la LacNAc esta posicionada de tal manera que el extremo reductor (GIcNAc) esta
abierto al disolvente, pero la porcion Gal no reductora esta muy cerca de los
residuos en la cadena B3 (Thiemann y Baum, 2016). El sitio de unién extendido
conduce a un incremento en la afinidad por glicanos con multiples unidades de

lactosamina.
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Lactosamina sinénimos:
N-acetil-D-lactosamina, GalB1-4GlcNAc, LacNAc

Figura 11. Estructura del CRD de galectina-1. En A) se muestran dos estructuras B-plegadas
antiparalelas (rosa y verde) que forman un CDR con actividad lectinica. Se muestra a lactosa (rojo)
insertada en cada CDR. En B) se muestra la estructura quimica de lactosamina, un disacarido que
consiste en galactosa y N-acetilglucosamina. En C) se muestra la estructura cristalogréfica del
complejo Galectina-1-LacNAc de bovino, donde se identifican el plegamiento de Galectina-1, los
aminoacidos y los grupos hidroxilo de los carbohidratos que participan en la interaccion proteina-
carbohidrato. En D) se muestra el sitio extendido del CDR que induce un incremento en la afinidad
por multiples LacNAc (Tomado y modificado de Thiemann y Baum, 2016 y Vasta, 2009).

En la actualidad, se han identificado 15 miembros en mamiferos y se
clasifican de acuerdo a su estructura: galectinas “prototipo” que presentan solo un
CRD y puede formar homodimeros (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 y -15);
Galectinas de “repeticion en tdndem” que contienen dos CRD homélogos en una
Unica cadena polipeptidica, separados por un enlazador de hasta 70 aminoacidos,
(galectina-4, -6, -8, -9 y -12); galectina “tipo-quimera” (galectina-3) que esta formada
por un CRD y contiene una region N-terminal no lectinica, rica en prolina y glicina
de aproximadamente 120 aminoacidos (Rabinovich y Toscano, 2009; Di Lella y
cols., 2011; Rabinovich y Croci, 2012) (Figura 12A).

Las galectinas enriquecen la superficie celular y se acoplan a

glicoconjugados de la membrana plasmatica y de la matriz extracelular, aunque
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también ejerce interacciones homo- y heterotipicas con otras lectinas multivalentes
y modulan interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Hokama vy cols.,
2008). Se ha propuesto que regulan el crecimiento, median la adhesion celular,
influyen en la apoptosis, participan activamente en la respuesta inmune y

participacion en la tumorogénesis (Liu y Rabinovich, 2005, 2010).
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Figura 12. Estructura y clasificacién de galectinas e interacciones galectina-glicano. En A) se
muestra la representacién esquematica de la estructura de diferentes miembros de la familia de las
galectinas. Las galectinas pueden subdividirse en tres grupos: prototipo, con un dominio de
reconocimiento a carbohidratos (CRD); repeticidon en tandem, que contiene dos distintos tipos de
CRD unidos por una secuencia de 70 aminoacidos; tipo-quimera, que corresponde a Galectina-3,
formada por un CRD y una region N-terminal no lectinica, rica en prolina y glicina de
aproximadamente 120 aminoacidos. En B) se muestran las diferentes estructuras de
glicoconjugados que contienen N- y O-glicanos, e incluye glicosiltransferasas que coordinan la
formacion de los ligandos glicosidicos para galectinas. En los N-glicanos se presentan estructuras
de alta manosa y glicanos complejos y los O-glicanos que se presentan en estructuras complejas
(N-acetillactosamina; LacNAc o poli-LacNAc) (Tomado y modificado de Rabinovich y Toscano,
2009).

Las galectinas ejercen actividades bioldgicas sobre las estructuras N- y O-
glicanos a nivel celular (Figura 12B). Dada su localizacién dentro de los
compartimentos citoplasmico y nuclear, se han propuesto mdultiples funciones

intracelulares para esta familia de proteinas, como la modulacion de las vias de
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sefalizacion, la regulacion del empalme del ARN y el control intracelular de
sefalizacion apoptotica, maquinaria endocitica y trafico celular (Rabinovich y
Toscano, 2009). Por su localizacion extracelular o intracelular contribuyen a la
respuesta inmune innata y adaptativa en diferentes enfermedades, mediante el
reconocimiento a glicanos (Yang y cols., 2008; Dhirapong y cols., 2009; Thiemann
y Baum, 2016; Liu y cols., 2012).

En enfermedades neuronales, las galectinas pueden servir como reguladores
de la respuesta inflamatoria y también pueden conferir capacidad de remodelacién
en tejidos dafiados del SNC (Shin, 2013). Estudios realizados por Toscano y cols.,
en el 2011 demuestran en un modelo in vitro, que TNF-a favorece la expresion de
Gal-1 para la regulacion de la respuesta inmune innata a nivel celular. La citocina
TNF-a cumple una importante funcién como modulador de la respuesta inflamatoria
ya que promueve cambios en la expresion de estructuras glicosidicas (Chacko y
cols., 2011). Las estructuras glicosidicas favorecen la interaccion célula-célula y
célula-matriz extracelular, que cambian bajo diferentes condiciones fisiolégicas y

patolégicas para mantener una respuesta inmune adecuada (Varki, 2017).

Se ha considerado a la Galectina-1 (Gal-1) y Galectina-3 (Gal-3) como los
principales moduladores de la respuesta inmune (Rabinovich y Croci, 2012). Gal-1
es codificada por el gen LSGALS1 localizado en el cromosoma 22q12, el transcrito
codifica una proteina de 135 aminoacidos (Camby y cols., 2006). Galectina-1 tiene
el potencial de regular la respuesta inflamatoria, sin embargo, la informacion es
limitada sobre como puede afectar la respuesta inmune de las células en el SNC
(Santucci y cols., 2003; Toscano y cols., 2006; Rabinovich y cols., 2007). A nivel
periférico Gal-1 promueve la apoptosis selectiva de las células T cooperadoras 1
(Thl) y Thl7 (Toscano y cols., 2011), induce la secrecion de IL-10, la inhibicion del
trafico de células T y el decremento de la capacidad presentadora de antigeno y la

produccion de 6xido nitrico.

En el SNC se ha mostrado que Gal-1 ejerce un efecto positivo en la
desactivacion de la microglia y promueve un fenotipo de activacion alternativa a
través de la modulacion de p38MAPK, CREB, y NF-kB (Starossom y cols., 2012).
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La Gal-1 es expresada en las células progenitoras neuronales en la ZSG del GD y
en la ZSV de los ventriculos, ambas regiones con la capacidad de neurogénesis. La
Gal-1 en su forma reducida ejerce un efecto positivo sobre las CPN ademas
favorece la diferenciacion e interaccion célula-célula (Sakaguchi y cols., 2006;

Imaizumi y cols., 2011).

La expresion de Gal-3 se ha propuesto como un potente regulador de la
respuesta inmune (Liu y cols., 2002). Se ha demostrado que Gal-3 favorece la
activacion de varias células de la respuesta inmune, ademas de participar
activamente en el proceso de inflamacion (Walther y cols., 2000; Kim y cols., 2003;
Almkvist y Karlsson, 2002; Yan y cols., 2009). La expresion de Gal-3 confiere a las
células de la respuesta inmune la capacidad de regular la migraciéon por adhesién
con la matriz extracelular y regular la sobrevivencia dependiendo de la localizacion
intracelular o extracelular (Elola y cols., 2005; Yang y cols., 2012; Wan y Liu, 2016).
Se ha implicado en la regulacion de la respuesta de neuroinflamacion. Gal-3 es
producida por macrofagos y células de la microglia activados (Walther y cols., 2000;
Yany cols., 2009).

La expresion de Gal-3 es constitutiva en la ZSV, mantiene la citoarquitectura
del nicho neurogénico y modula la migracién de los neuroblastos a lo largo de la via
rostral medial del bulbo olfatorio (Kim y cols., 2003; Comte y cols., 2011). La Gal-3
ha sido localizada predominantemente en células positivas a Ibal (marcador
especifico de la microglia), sugiriendo que ejerce su efecto mediante la modulacion
de la respuesta inflamatoria en modelos de dafio cerebral (Huong y cols., 2011).
Tiene un importante rol en la proliferacion celular y regulacién de la apoptosis, asi
como en procesos patoldgicos participa como un mediador de la respuesta
inflamatoria, asociada a la activacion de la microglia. Un reciente estudio sugiere
gue Gal-3 incrementa la respuesta inflamatoria a través de la microglia y astrocitos
(Jeon y cols., 2010).
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2. Justificacion

Se ha demostrado que la administracion del péptido AB2s-35 en hipocampo y
corteza temporal genera dafio en el aprendizaje y la memoria, y ha permitido asociar
estos cambios con las etapas tempranas de la EA (Limén y cols., 2009, 2011; Diaz
y cols., 2012). Su mecanismo de dafio se caracteriza por la induccion de
neurotoxicidad, dafio mitocondrial, estrés oxidativo, dafio sinptico, inflamacion y
finalmente la muerte neuronal (Limoén y cols., 2009; Carrillo-Mora y cols., 2014;
Limén y cols., 2011; Zussy y cols., 2011; Zussy y cols., 2013). Todos estos eventos
conllevan a la pérdida de la capacidad de aprendizaje y la formacién de nuevas

memorias.

Se ha propuesto a la inflamacion como uno de los principales mecanismos
de dafio inducido por el péptido ABzs-35s (Diaz y cols., 2012; Zussy y cols., 2011;
Zussy y cols., 2013). El proceso de inflamacion se caracteriza por la activacion de
las células gliales (microglia y astrocitos) (Sofroniew y Vinters, 2010; Heneka y cols.,
2014). Las células de la glia coordinan los mecanismos de inflamacion a través del
incremento de citocinas pro y antiinflamatorias, quimiocinas, especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (Whitney y cols., 2009; Lee y cols., 2010; Henekay cols., 2015).
Se ha demostrado que las galectinas (lectinas que reconocen N-acetil-lactosamina
[GalB(1-4)-GIcNAc; LacNACc]) ejercen un efecto sobre la modulacion de la respuesta
inmune (van Kooyk y Rabinovich, 2008; Rabinovich y cols., 2012).

En el sistema nervioso se ha demostrado que Gal-1 y Gal-3 participan en la
regulacion de la actividad de los astrocitos y la microglia. Gal-1 actia como
regulador negativo de la inflamacion, ya que promueve la apoptosis, induce la
expresion de IL-10 y regula a la baja las citocinas proinflamatorias (Imaizumi y cols.,
2011; Starossom y cols., 2012). Por otra parte, la expresion de Gal-3 modula la
respuesta inmune adaptativa e induce la activacion de microglia y astrocitos
(Walther y cols., 2000; Yan y cols., 2009). Sin embargo, aun no es conocido si la
neuroinflamacion inducida por el péptido AB2s-3s modifica la expresion de Gal-1 y
Gal-3, y su relacion con el dafio sobre los sustratos necesarios en la formacién de

la memoria.
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La inflamacion se ha identificado como uno de los factores clave en la
disminucién de la neurogénesis en el giro dentado (GD). La actividad exacerbada
de los astrocitos y la microglia favorece un microambiente neurotéxico que
disminuye la proliferacién y la diferenciacién neuronal (Ekdahl y cols., 2003; Monje
y cols., 2003). La neurogénesis es necesaria para el aprendizaje y la memoria,
puesto que al integrarse nuevas neuronas permiten una mejor organizacion,
separacion e integracion de la informacién adquirida (Bruel-Jungerman y cols.,
2006; Deng y cols., 2009; Deng y cols., 2010; Lemaire y cols., 2012). Lo que nos
lleva a proponer a la neuroinflamacion inducida por el péptido AB2s-3s como el
principal mecanismo de dafio sobre el aprendizaje y la memoria, asociado a una

posible disminucién de la neurogénesis.

Debido a ello es necesario comprender los mecanismos implicados en la
modulacion de la inflamacién. En el presente trabajo proponemos estudiar a las
galectinas como moduladores importantes en la respuesta de neuroinflamacion. El
comprender su participacion y la relacion de estas con la neuroinflamacion permitira

proponerlas como un blanco terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas.
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3. Hipotesis

La neuroinflamacion inducida por la administracion del péptido ABzs-3s5 en la

region CA1 del hipocampo promueve un incremento en la expresion de galectinas

y un déficit del proceso de neurogénesis y la memoria espacial.

4. Objetivo general

Evaluar el efecto de la neuroinflamacion inducida por la administracion del

péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo sobre la expresion de galectinas y

su relacion con los cambios en el proceso de neurogénesis y la memoria espacial.

4.1 Objetivos particulares

1.

Estudiar el efecto de la administracion del péptido AB2s-35 en la regiéon CA1
del hipocampo sobre el aprendizaje y la memoria espacial a largo plazo en el

laberinto acuatico de Morris.

. Estudiar el efecto de la administracién del péptido AB2s-35 en la region CA1

del hipocampo sobre la morfologia dendritica en el giro dentado.

Estudiar el efecto de la administracion del péptido ABzs-35 en la region CAl
del hipocampo sobre el proceso de neurogénesis en el giro dentado.
Estudiar el efecto de la administracion del péptido AB2s-35 en la region CA1
del hipocampo sobre la expresion de Galectina-1 y Galectina-3 en el
hipocampo y giro dentado.

Estudiar el efecto de la administracion del péptido AB2s-35 en la regién CA1
del hipocampo sobre la activacion de la microglia y los astrocitos en el
hipocampo y el giro dentado.

Estudiar el efecto de la administracion del péptido AB2s35 en la regién CA1l
del hipocampo sobre la expresion de las citocinas IL-13, TNF-a e INF-y en la

formacién del hipocampo.

37
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6. Materiales y métodos

6.1 Animales de experimentacion

En el presente proyecto se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=108),
provenientes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla. Los animales de experimentacion tuvieron una edad de 4 meses, con un
peso entre 300-350 g. Los animales fueron resguardados en el vivario del
Laboratorio de Neurofarmacologia. Durante su estancia se mantuvieron en grupos
de 5 animales por caja de acrilico, con libre acceso a agua y alimento. Las
condiciones ambientales del vivario se mantuvieron constantes, a una temperatura
de 22 +1 °C y ciclos luz-oscuridad de 12h/12h.

Todos los procedimientos descritos en el presente estudio fueron
establecidos de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999):
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales del
laboratorio; del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales del
Laboratorio (CICUAL-BUAP) e Internacional Guide for the care and use of laboratory
animals (The National Academies Press, 2011) 8" edition. El sustentante cursé y
aprobo el taller de manejo de animales del laboratorio impartido por el bioterio
Claude Bernard de la BUAP en el afio 2014.

6.2 Preparaciéon del péptido AB2s-3s

El fragmento 25-35 del péptido amiloide-3 (AB2s-35, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO EE. UU.) fue disuelto en solucion salina isotonica (SSI, cloruro de sodio
al 0.9%), para obtener una concentracion final de 0.1 ug/pL. El péptido AB2s-35 se
incubdé a 37 °C durante 36 horas para favorecer su agregaciéon (Maurice y cols.,
1998; Stepanichev y cols., 2008; Ortega y cols., 2014). Se realiz6 el mismo
tratamiento a la SSI, que se emple6 como control. La administracion del péptido
AB2s3s y SSI en la region CAl del hipocampo se realiz6 mediante cirugia

estereotaxica.
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6.3 Administracion del péptido AB2s.35 en la region CAl del hipocampo por
cirugia estereotaxica

Previo a la administracion del péptido AB2s-35, se establecié el sitio de
depdsito en la region CA1 del hipocampo. Los animales fueron anestesiados con
ketamina-xilazina (en una relacion de 75:10 mg/Kg) por via i.p. Una vez que los
animales alcanzaron la anestesia profunda se colocaron en el aparato de cirugia
estereotaxica para roedores (Stereotaxic Instruments, Stolting Co.). La localizacion
del sitio de depdsito se determind mediante la microinyeccion bilateral de azul de
metileno (0.01%) en la region CA1l del hipocampo. Se realiz6é la extraccién del
cerebro de rata, la fijacion y la obtencion de cortes coronales a 100 um espesor para
su verificacion. Las coordenadas propuestas para la administracion fueron
determinadas mediante el atlas de Paxinos y Watson, 1998: anteroposterior (AP): -
4.0 mm, mediolateral (LM): £ 2.9 mm y dorsoventral (DV): -2.4 mm, respecto a

Bregma (Figura 13).

Coordenadas respecto a Bregma
AP: -4.0 mm; ML: £ 2.9 mm; DV: -2.4 mm

Figura 13. Coordenadas de laregidon CA1 del hipocampo. A) regiones de la formacién hipocampal
de interés en el presente estudio. B) Corte coronal en el que se observa la formacion del hipocampo
y la localizacién del sitio de lesién que se realiz6 mediante la microinyeccion bilateral de azul de
metileno en la region CA1 del hipocampo de rata.

Una vez determinado el sitio de lesion, los animales fueron sometidos a
cirugia estereotaxica con el fin de administrar en la regiéon CA1 del hipocampo las
siguientes sustancias: SSI (grupo control) y el péptido AB2s-35 (grupo problema).

Posterior a la cirugia, los animales fueron suturados con hilo de seda 3-0, y se les
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administré enrofloxacina al 10 % por via intramuscular (i.m.) por tres dias, con
cuidados posoperatorios para prevenir posteriores infecciones. Los animales fueron
llevados al vivario y separados en cajas de acrilico para su recuperacion posterior

a la cirugia.

6.4 Administracion de BrdU

El andlogo de la timidina, BrdU (5-bromo-2’-desoxiuridina, Sigma-Aldrich Co.
LLC), fue disuelto en una solucion de NaCl al 0.9 %. Los animales recibieron dos
administraciones de BrdU a una dosis de 100 mg/Kg, por via i.p., con un intervalo
de tiempo de 12 h entre la primera y segunda administracion, para posteriormente
ser sometido al protocolo conductual. El BrdU se incorpora a las células durante la
fase S del ciclo celular, lo que permite evaluar el marcaje de las células que se

dividen activamente en el GD ante un dafio generado por el péptido AB2s-3s.

6.5 Evaluacion del aprendizaje y memoria en el laberinto acuatico de Morris
Las pruebas conductuales se realizaron de acuerdo con lo propuesto por
Richard Morris en 1984 (Morris, 1984). EI modelo consiste en una tina circular (160
cm de diametro x 60 cm de altura) que fue llenada hasta la mitad de su capacidad
con agua a temperatura constante (Figura 14A). La tina se dividié imaginariamente
en cuatro cuadrantes y la plataforma de escape (30 cm de alto x 12 cm de ancho)
se coloco en la posicion sureste, equidistante al borde y al centro de la tina (Figura
14B). La plataforma de escape permanecié 2 cm bajo el nivel del agua para que no
fuera visible. Sefales intra- y extra-laberinticas fueron colocadas para que los

animels las consideren como referencia espacial.

Durante las pruebas conductuales, el agua empleada para llenar el laberinto
acuatico de Morris se mantuvo a una temperatura constante de 22 + 2 °C y se tifio
de color blanco con diéxido de titanio (0.1 %). En la habitacion donde se encontraba
el laberinto fueron colocadas sefiales extra e intra laberinticas. Los animales fueron
llevados a la habitacion donde se encuentra el laberinto acuatico de Morris 30 min
antes de la prueba conductual, con la finalidad de disminuir el estrés generado. Las

pruebas de aprendizaje y memoria se videograbaron para su posterior analisis.
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El protocolo de aprendizaje y memoria se realizé con base en lo propuesto
por Limén y cols., 2009. La prueba de aprendizaje se desarroll6 del dia 6 al 10,
después de la administracion del péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo. El
laberinto fue dividido imaginariamente en cuatro cuadrantes respecto a los puntos
cardinales (Figura 14C). El protocolo de aprendizaje consistié en la localizacion de
una plataforma de escape en el centro del cuadrante sureste. La plataforma
permanecio oculta a 1 cm por debajo del nivel del agua. Se realizaron 4 ensayos
por dia de aprendizaje, con un intervalo de 50 minutos entre cada ensayo. En cada
ensayo los animales fueron liberados desde los puntos de partida N, O, Sy E, en
orientacion a la pared del laberinto. Se permitié un tiempo maximo de 90 s para
encontrar la plataforma de escape. En caso de no lograr su localizacion, los
animales fueron llevados a la plataforma de escape permitiéndoles permanecer
durante 30 s. Se evalud la latencia al escape, el tiempo de permanencia en el
cuadrante blanco, el nUmero de cruces por la zona blanco y las trayectorias de

navegacion.

La prueba de memoria se aplicé los dias 17 y 31 después de la administracion
del péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo. La plataforma de escape fue
retirada del laberinto acuatico de Morris. La prueba de memoria consto de dos
ensayos por dia de evaluacion, los animales fueron colocados en los puntos de
partida (N y O) que corresponden a los mas alejados del cuadrante donde se
localizo la plataforma de escape (sureste). Los animales tuvieron un tiempo maximo
de 90 s para realizar una trayectoria libre en la basqueda de la plataforma de
escape. Se registro la latencia al primer cruce, el tiempo de permanencia, el nimero

de visitas al cuadrante blanco y la trayectoria de navegacion.
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Figura 14. Laberinto acuatico de Morris. En A) se muestra el laberinto acuatico de Morris Stoelting
Co. del Laboratorio de Neurofarmacologia. En B) se muestra la plataforma de escape. En C) se
muestra la distribucion de los cuadrantes, asi como la localizacion de la plataforma de escape y las
sefiales intra y extra laberinticas. Laberinto acuético de Morris del Laboratorio de Neurofarmacologia.

6.6 Evaluacion de las dendritas y las espinas dendriticas por la tincién de
Golgi-Cox

La obtencion del tejido cerebral para evaluar la morfologia neuronal se realizé
posterior a la prueba conductual, seis animales de cada grupo fueron seleccionados
al azar. Los animales fueron sometidos a eutanasia por una sobredosis de
pentobarbital sodico (100 mg/Kg) por via i.p. Posteriormente se realiz6 una
perfusion intracardial con 200 mL de SSI (0.9 % de NaCl) aproximadamente. Los
cerebros fueron removidos y almacenados por 14 dias en solucion Golgi-Cox con
un cambio de la solucion vieja por solucion fresca a los 7 dias, posteriormente fueron

colocados en una solucion de sacarosa al 30 % por 14 dias con un cambio de
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solucion a los 7 dias. Se realizaron cortes coronales de 200 um a nivel del
hipocampo dorsal (-2.5 a -4.5 mm respecto a Bregma) en un vibratomo (Leica,
modelo VT1000S). Las secciones fueron colectadas en laminillas gelatinizadas al 2
%. El proceso de revelado se realiz6 en un cuarto obscuro, se inicié con un lavado
de agua destilada durante un minuto, posteriormente las laminillas fueron
sumergidas en hidroxido de amonio al 30 % (revelador) por 30 min. Los tejidos
fueron lavados con agua destilada durante 1 min, después se colocaron por 30 min
en fijador Kodak para pelicula fotografica diluido 1:1 en agua destilada. Se realizaron
nuevamente lavados con agua destilada durante 1 min. Se deshidrataron con
soluciones de alcohol de concentraciones crecientes: 70 %, 80 %, 95 % por 5 min
cada uno y finalmente 10 min en alcohol al 100 %. Por dltimo, se aclararon en xilol
por 15 min y se procedié al montaje de cubreobjetos con resina sintética. Las
laminillas se dejaron de 3 a 4 dias en la obscuridad para posteriormente realizar el

analisis microscopico.

6.7 Andlisis microscépico y método de Sholl

El andlisis morfoldégico de las neuronas granulares del giro dentado nos
permite conocer la distribucion dendritica, longitud dendritica y el niamero de
espinas, asi como, los cambios morfologicos asociados al efecto neurotdxico del
péptido AB2s-35. Se identificd el area de interés con la ayuda del atlas de Paxinos y
Watson, 1998. Una vez localizada el area de interés en el microscopio éptico (Leica
modelo DMSL) acoplado a una cadmara lacida, se realiz6 la observacion a 40X para
el trazado de las neuronas del giro dentado y asi poder obtener manualmente la
reproduccién bidimensional de 10 neuronas por cerebro (cinco neuronas por
hemisferio) de cada sujeto experimental. Los criterios para considerar a una
neurona dentro del andlisis fueron de acuerdo a lo propuesto por Pawluski y cols.,
2012: 1) la neurona debe ubicarse en la zona de interés de acuerdo con el atlas de
Paxinos y Watson, 1998, y aislada de otras neuronas para poder visualizarla
completa; 2) el tipo de neurona se elige por su forma fisica caracteristica; 3) la
neurona a elegir no debe tener dendritas quebradas o incompletas; 4) se debe
dibujar el soma de la neurona y las dendritas observadas al microscopio 6ptico, para

obtener una reproduccion bidimensional y poder realizar el analisis de Sholl.
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Para llevar acabo el andlisis de Sholl se identificaron las dendritas de cada
orden dendritico de las neuronas mediante el uso de lapices de colores diferentes,
remarcando cada dendrita por orden de ramificacién con un color diferente: las
dendritas de primer orden (color 1) son las que derivan del soma neuronal, la
siguiente bifurcacion da origen a dendritas de segundo orden (color 2) y la segunda
bifurcacion da origen a dendritas de tercer orden (color 3), etc. Posteriormente se
colocé una plantilla transparente de circulos concéntricos, el circulo del centro debe
coincidir con el soma. La distancia entre cada circulo corresponde a una longitud de
10 um, lo que permitié evaluar el nimero de intersecciones dendriticas por circulo
concéntrico (Figura 15). El andlisis de Sholl antes descrito, permite calcular los
siguientes parametros: la longitud por orden dendritico, que nos permite saber si la
neurona proyecto o contrajo un conjunto de dendritas del mismo orden; la longitud
dendritica total es la sumatoria de la longitud de todas las dendritas que componen

a la neurona.

El estudio de la densidad de las espinas dendriticas se realiz6 en la porcion
final de las dendritas mas distales respecto al soma, en las neuronas previamente
analizadas, que corresponde a la dendrita de mayor orden. Para la cuantificacion
del nimero de espinas dendriticas se evaluaron tres segmentos continuos de 10
um, y posteriormente se obtuvo el promedio del nimero de espinas en cada
neurona. La observacién y cuantificaciéon de las espinas dendriticas se realizo
mediante el empleo de un microscopio optico Leica (DM1000) a 100X y la obtencién
de imagenes fue realizada con una camara de analisis Jenoptik Optical System con

el software ProgRes series.
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Dendrita de primer orden
Dendrita de segundo orden
Dendrita de tercer orden
Dendrita de cuarto orden

Figura 15. Andlisis de Sholl para la evaluacion de una neurona. En A) se muestra la identificacion
de una neurona granular del GD, ubicada en la zona de interés, de acuerdo con el atlas de Paxinos
y Watson, 1998, mediante el empleo de un microscopio éptico de campo claro. En B) se muestra la
representacién bidimensional (dibujo) de una neurona granular del GD, se debe dibujar tanto el soma
de la neurona como las dendritas encontradas en el primer y segundo plano de la imagen observada
al microscopio optico. En C) se muestra la representacion bidimensional para proceder a realizar el
analisis de Sholl, que consistié en identificar el orden dendritico de cada neurona representada
bidimensionalmente. Se emplearon colores diferentes para identificar las dendritas de primer orden,
segundo orden, tercer orden, hasta n orden. Posteriormente se colocé una plantilla transparente que
cuenta con una serie de circulos concéntricos, el circulo del centro debe coincidir con el soma, la
distancia entre cada circulo corresponde a 10 um, lo que permite evaluar el nUmero de intersecciones
y la distribucion dendritica de la neurona.

6.8 Preparacion de los tejidos cerebrales para la técnica de
inmunofluorescencia

Terminadas las pruebas conductuales se realizo la preparacion del tejido
cerebral para las pruebas inmunohistoquimicas de acuerdo con el protocolo
propuesto por Limén y cols., 2009. Los animales fueron sometidos a eutanasia
mediante una sobredosis de pentobarbital sodico (100 mg/Kg) por via i.p. Se realizé
la perfusion intracardiaca con SSI (100 mL) y paraformaldehido al 4 % en buffer de
fosfatos (PBS) pH=7.4, 0.1 M (100 mL). El tejido cerebral obtenido de cada grupo
fue colocado en paraformaldehido al 4 % en PBS pH 7.4, 0.1M por 48 h.
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Posteriormente, los tejidos fueron cortados en un vibratomo (VT1000 Leica
Germany) de forma coronal a un grosor de 40 um y se mantuvieron en placas de

flotacién con una solucién de sacarosa al 10% (Merck México).

6.9 Evaluacion de la expresion de NeuN por inmunofluorescencia

El tejido cerebral fue lavado con PBS pH 7.4, 0.1 My Tritén X-100 al 0.2 %
(PBS-T) por 10 min, tres veces consecutivas. Posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente en una solucion de BSA libre de IgG al 2 % en PBS-T, durante
una hora. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS en tres periodos de 10
minutos cada uno y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-NeuN
(abcam, dilucién 1:250) durante una noche a una temperatura de 4 °C. Concluido el
tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, los tejidos se lavaron con PBS, en
tres periodos de 10 minutos cada uno. Después del lavado, para la inmunodeteccién
indirecta, los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario bioespecifico
conjugado con Lisamina-Rhodamine (Jackson Immuno Research, dilucion 1:100)
durante dos horas a temperatura ambiente. Terminado el periodo de incubacion, las
muestras se lavaron con PBS en tres periodos de 10 minutos cada uno y montaron
con Mowiol + DABCO como un protector de fluorescencia y se cubrieron con

cubreobjetos y se sellaron con esmalte.

Se realiz6 la evaluacion del nimero de células inmunorreactivas a NeuN en
la formacion del hipocampo dorsal de aproximadamente -2.5 a -4.5 respecto a
Bregma. Se tomaron fotomicrografias de las regiones a analizar con una
magnificacion de 400X, con un microscopio Leica DM1000 acoplado a una camara
de captura Jenoptik Optical System con el software ProgRes series. La
cuantificacion de células inmunorreactivas se realizd utilizando el sistema de
analisis de imagenes por ImageJ (National Institutes of Health, USA), para identificar
las células inmunorreactivas por tejido del hipocampo dorsal. Las evaluaciones se
realizaron en 5 animales por grupo experimental, de los cuales se contemplaron
para el analisis de 5 a 6 secciones del hipocampo dorsal por animal. Se realiz6 la
evaluacion de tres areas de cada hemisferio por tejido y se obtuvo el promedio del

nimero de células positivas por area (0.112 mm?).
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6.10 Evaluacién de la marca de BrdU y la expresibn de DCX por
inmunohistoquimica

En la evaluacion del proceso de neurogénesis, los animales fueron
administrados con BrdU a una dosis de 100 mg/Kg por via i.p., el dia 31 posterior a
la administracion de AB2s-3s5. La evaluacion de la marca a BrdU y la expresion de
DCX se realiz6 por ensayos inmunohistoquimicos, mediante el kit de LSAB/HRP. El
tejido cerebral fue lavado con Triton X-100 al 0.2 % en PBS pH 7.4, 0.1 M (PBS-T)
por 10 min, tres veces consecutivas en agitacion constante (agitador LABNET
ROCKET 25). Las muestras seleccionadas para la determinacién de BrdU fueron
sometidas a incubacién en una solucién de acido clorhidrico (1 N) por 30 min a
temperatura ambiente con el fin de desnaturalizar el ADN. Posteriormente, las
muestras se sometieron a una incubacién con &cido clorhidrico (2 N) por 30 min a
45 °C. Inmediatamente después del tratamiento el tejido se lavé con buffer de
boratos (0.1 M) por 10 min a temperatura ambiente (Snyder y cols., 2005).
Posteriormente, fue procesado tomando como referencia los protocolos reportados
por Granado y cols., 2008. El tejido se incubo en PBS-T por 10 min, tres veces
consecutivas durante 30 minutos en H202 al 3 % y metanol al 10 % en PBS-T.
Terminado el tiempo de incubacién, el tejido fue lavados con PBS-T, como se
describe anteriormente. Para bloquear los sitios inespecificos en el tejido, se incubd
en una solucién de albumina sérica de bovino (BSA) libre de IgG al 2 % en PBS-T
durante una hora y media. Paso seguido, las muestras se lavaron con PBS, en tres
periodos de 10 minutos cada uno y después se incubaron con el anticuerpo primario
anti-DCX (Santa Cruz, dilucién 1:100) o anti-BrdU (abcam, dilucién 1:250) durante
una noche a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, el tejido fue lavado con PBS
tres veces por un periodo de 10 minutos cada vez e incubados con biotina (Dako)
durante dos horas en agitacién constante. Transcurrido el tiempo, se realizaron tres
lavados con PBS-T y se incubarén con estreptavidina-HRP durante dos horas en
agitacion constante. A continuacion, el tejido se lavd tres veces con PBS por
periodos de 10 minutos cada uno y fue montado en portaobjetos gelatinizados al 2
%. Posteriormente, las preparaciones fueron expuestas al cromégeno 3,3'-

diaminobenzidina (DAB) [50 mg / 100 mL], se agregaron 50 pL del cromdgeno sobre
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cada tejido y se dej6 reaccionar durante 10 minutos hasta que la inmunorreactividad
se evidencio con una coloracion café. Las preparaciones se lavaron con PBS y se
deshidrataron con etanol al 70 %, 96 %, 100 % vy xilol para ser montadas con un

cubreobjetos utilizando resina hidrofébica Poly-mount (PolyScience, EUA).

Se realizo la evaluacion de la marca a BrdU y la expresion a DCX en la region
del DG que corresponde a la formacion del hipocampo dorsal de -2.5 a -4.5 respecto
a Bregma. Se tomaron fotomicrografias de las regiones analizadas a una
amplificacion de 400X, con un microscopio Leica DM1000 acoplado a una camara
de captura Jenoptik Optical System con el software ProgRes series. La
cuantificacion de células inmunorreactivas se realiz6 utilizando el sistema de
andlisis de imagenes por ImageJ (National Institutes of Health, USA), para identificar
células inmunorreactivas por tejido en el hipocampo dorsal. Se considerd una marca
positiva a BrdU a las células que presentaron inmunorreactividad en forma circular
u ovoide, ya que la integracion de BrdU es a nivel del ADN contenido en el nlcleo
celular. La inmunoreactividad positiva a DCX fue identificada en las células que
presentaron un cuerpo celular (soma) y proyecciones dendriticas. Las evaluaciones
se realizaron en 5 animales por grupo experimental, de los cuales se contemplaron
para el analisis de 5 a 6 secciones del hipocampo dorsal por animal. Se realiz6 la
evaluacion de tres areas de cada hemisferio por tejido y se obtuvo el promedio del

nimero de células positivas por area (0.112 mm?).

6.11 Evaluacion de astrocitos, microgliay galectinas por inmunohistoquimica
de fluorescencia

El tejido cerebral fue lavado con PBS pH 7.4, 0.1 M y Tritén X-100 al 0.2 %
(PBS-T) por 10 min, tres veces consecutivas. Posteriormente, se incub6 a
temperatura ambiente en una solucion de BSA libre de IgG al 2 % en PBS-T, durante
una hora. Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS en tres periodos de 10
minutos cada uno y después se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFAP
(Dako, dilucion 1:250) o anti-lbal (Wako, dilucién 1:250) durante una noche a una
temperatura de 4 °C. Concluido el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario,

los tejidos se lavaron con PBS, en tres periodos de 10 minutos cada uno. Después
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del lavado, para la inmunodeteccién indirecta, los tejidos se incubaron con el
anticuerpo secundario bioespecifico conjugado con Lisamina-Rhodamine (Jackson
Immuno Research, dilucion 1:100) durante dos horas a temperatura ambiente.
Terminado el periodo de incubacion, las muestras se lavaron con PBS en tres
periodos de 10 minutos cada uno. Los tejidos se incubaron a temperatura ambiente
en una solucion de BSA libre de IgG al 2% en PBS durante una hora. Para la
segunda marca el tejido fue incubado con el anticuerpo primario anti-Gal-1 o anti-
Gal-3 (Santa Cruz Biotechnology, dilucion 1:100) durante dos horas a 37 °C.
Terminado el periodo de incubacion, el tejido se lavo tres veces con PBS en tres
periodos de 10 minutos cada uno. Después del lavado, para la inmunodeteccion
indirecta, el tejido se incubd con el anticuerpo secundario bioespecifico conjugado
con fluoresceina 5-isocianato (FITC) (Jackson Immuno Research, dilucion 1:100)
durante dos horas a temperatura ambiente. Terminado el periodo de incubacion, las
muestras se lavaron tres veces con PBS en tres periodos de 10 minutos cada uno.
Finalmente, las preparaciones se incubaron con 4", 6-diamino-2-fenilindol (DAPI)
durante un periodo de 20 minutos, se lavaron y montaron con Mowiol + DABCO
como un protector de fluorescencia, se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con

esmalte.

Se realizé la evaluacion de las células inmunorreactivas a GFAP, Ibal,
Gal-1 y Gal-3 y la colocalizacion en la formacion del hipocampo dorsal de
aproximadamente -2.5 a -4.5 respecto a bregma. Se tomaron fotomicrografias de
las regiones a analizar con una magnificacion de 400X, con un microscopio Leica
DM1000 acoplado a una camara de captura Jenoptik Optical System con el software
ProgRes series. La cuantificacion de células inmunorreactivas se realizé utilizando
el sistema de analisis de imagenes por ImageJ (National Institutes of Health, USA),
para identificar células inmunorreactivas por tejido del hipocampo dorsal. Las
evaluaciones se realizaron en 5 animales por grupo experimental, de los cuales se
contemplaron para el andlisis de 5 a 6 secciones del hipocampo dorsal por animal.
Se realizé la evaluacion de tres areas de cada hemisferio por tejido y se obtuvo el

promedio del nimero de células positivas por area (0.112 mm?).
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6.12 Determinacién de citocinas por el método de ELISA en sandwich
Terminadas las pruebas conductuales los animales fueron sometidos a
eutanasia mediante decapitacion para la obtencion del cerebro y la diseccion del
hipocampo dorsal. El cerebro de cada sujeto de experimentacion fue colocado en
una platina fria para posteriormente realizar cortes coronales a 150 um en un
vibratomo (VT1000 Leica Germany) y posteriormente la diseccion del hipocampo
dorsal. Obtenidos los cortes coronales se realizé la diseccion de la porcion que
corresponde al tejido del hipocampo dorsal; el cual se almacend en hielo seco para
su posterior homogenizacion. Los tejidos obtenidos fueron pesados vy
homogenizados en buffer lisis. Los homogenizados se mantuvieron en hielo y en
agitacion constante por dos horas a 4 °C. Posteriormente fueron centrifugados a
12,500 rpm durante 30 minutos a 4 °C en una microcentrifuga refrigerada (NIKRO
200R, EUA). Se recuper6 el sobrenadante que corresponde al extracto

citoplasmatico y se almacené a -80 °C.

La concentracion de IL-1B, TNF-a e IFN-y en hipocampo se cuantifico por el
método cuantitativo de ELISA en sandwich (R&D Systems). Las placas de ELISA
estan disefladas con un anticuerpo policlonal especifico para IL-18, TNF-a o IFN-y.
Se colocaron 50 pL de diluyente RD1-21 en cada pozo de la microplaca para la
activacion del anticuerpo. Posteriormente, se agregan 50 pL de los estandares,
control o muestra en cada pozo y se mezcla la placa suavemente por 1 minuto. La
placa fue incubada durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizaron cuatro lavados con el buffer de lavado (400 uL por lavado). Se agregaron
100 pL del conjugado de IL-13, TNF-a o IFN-y en cada pozo y se incubo la placa
durante 2 horas a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacion se
realizaron cuatro lavados con el buffer de lavado (400 uL por lavado). Se agregaron
100 pL de solucidén sustrato a cada pozo y se incubo la placa durante 30 minutos a
temperatura ambiente, protegiendo de la luz. Al finalizar el tiempo de incubacion se
agregaron 100 uL de solucién de paro a cada pozo para detener la reaccion.
Finalmente, se determiné la densidad 6ptica de cada pozo de los estandares y las
muestras mediante un lector de microplacas BioTek a una longitud de onda de 450

nm. La intensidad de color es proporcional a la cantidad de citocinas. La
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concentracion de citocinas fue obtenida mediante la interpolacion de las lecturas en
la curva de calibracién (Figura 16). Los datos obtenidos fueron expresados en
picogramos por mililitro (pg/mL) como lo muestra el manual del kit de ELISA. La

concentracion minima determinada por el kit es de 5 pg / mL.
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Figura 16. Curva de calibracidon para determinar la concentracion de citocinas. La curva de
calibracion se realizé con estandares de IL-1B3, TNF-a e IFN-y expresada en pg/uL, con respecto a

las absorbancias obtenidas a 450 nm.
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6.13 Obtencidn de extractos citoplasmicos

Terminadas las pruebas conductuales cinco animales de cada grupo fueron
seleccionados al azar para ser sometidos a eutanasia y obtener el tejido cerebral.
El cerebro de cada sujeto de experimentacion fue colocado en una platina fria para
posteriormente realizar cortes coronales del hipocampo dorsal por medio de un
vibratomo (Leica VS100). Obtenidos los cortes coronales se realizo6 la diseccion de
la porcion que corresponde al tejido del hipocampo dorsal, el cual se almacend en
hielo seco para su posterior homogenizacion. Los tejidos obtenidos fueron pesados
y homogenizados en buffer RIPA, el cual contiene: Triton al 1 %; ortovanadato de
sodio (NaVOa) [1 mM]; fluoruro de sodio (NaF) [10 mM]; agua desionizada estéril;
cloruro de sodio (NaCl) [150 mM]; Tris-(hidroximetil) aminometano (TRIS) [50 mM];
acido etilendiamino tetracético (EDTA) [50 mM]; acido etilenglicol tetracético (EGTA)
[1 mM]; dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1 %, deoxicolato de sodio (DCNa) al 0.5
%; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) [1 mM]; coctel de inhibidores de proteasas.
Los homogenizados se mantuvieron en hielo y en agitacion constante por dos horas
a 4 °C. Posteriormente fueron centrifugados a 12,500 rpm durante 30 minutos a 4
°C en una microcentrifuga refrigerada (NIKRO 200R, EUA). Se recuperd el

sobrenadante que corresponde al extracto citoplasmatico y se almacené a -80 °C.

6.14 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford, el cual esta
basado en el cambio de color que manifiesta el colorante azul brillante de
Coomassie en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas, ya que este
compuesto interacciona con los a.a. béasicos (especialmente arginina) y los a.a.
aromaticos. Dependiendo de la concentracion de proteinas en una muestra se
genera una coloracion que va del carmin al azul. Se realiz6 una curva de calibracién
empleando estandares a diferentes concentraciones de BSA (0.0125, 0.025,
0.0375, 0.075, 0.15, 0.1875, 0.225 y 0.25 ug/pL) en un volumen final de 80 uL. La
solucién madre se prepard pesando 1 mg de albamina y fue disuelto en 4 mL de
agua desionizada, lo cual es equivalente a una solucién de 0.25 mg/mL, teniendo
asi 0.25 ug/uL. Para determinar la cantidad de proteinas totales de los extractos

citoplasmaticos, en una placa de ELISA se colocaron 20 uL de cada estandar o
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muestra (por triplicado). Finalmente, se agregaron 180 pL del reactivo de Bradford
(azul brillante de Coomassie) a los estandares y a las muestras. Los estandares y
muestras se incubaron por cinco minutos, la absorbancia fue determinada en un
lector de microplacas (BioTek) a una longitud de onda de 630 nm. La concentracién
de proteinas totales fue obtenida interpolando los valores de las muestras en la

curva de calibracion.

6.15 Desnaturalizacion de proteinas

Una vez que se determind la concentracion de proteinas en el hipocampo
dorsal se llevo a cabo la desnaturalizacion de estas. Se tomaron alicuotas de 20 pg
de proteina del hipocampo dorsal, a cada muestra se le agreg6 buffer de Laemmli
en una relacion 1:1. Posteriormente, las muestras se colocaron en un thermoblock
(Labnet Digital Dry Bath) para ser sometidas a una temperatura de 95 °C por 5
minutos e inmediatamente ser colocadas en hielo para realizar un choque térmico.
Finalmente, las muestras fueron almacenadas a 4 °C para ser utilizadas

posteriormente para su deteccién por Western Blot.

6.16 Deteccion de proteinas por Western Blot

Las muestras de hipocampo dorsal (20 pug de proteinas) se emplearon para
la determinacion de Gal-1 y Gal-3 por Western Blot. Las proteinas fueron separadas
mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 15 %
el corrimiento se realizé de 100 volts (V) durante 2 horas. Posterior a la separacion,
las proteinas fueron transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF; Immobilion P Millipore) en medio hiumedo. Las condiciones de transferencia
fueron 300 mA / 1.3 hs en una camara Bio-Rad. Se corroboro la transferencia de
proteinas tifiendo a las membranas con rojo de Ponceau (0.1%) y se marco con tinta
indeleble el indicador de peso molecular (Fermentas Life Sciences), posteriormente
se lavé la membrana con TBS hasta remover el colorante. Se bloquearon las
membranas con una solucion de leche en polvo (Svelty, Nestle) al 5 % en TBS,
durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente (TA), posteriormente se realizaron
3 lavados de 5 min con TBS. Terminado el bloqueo, las membranas fueron

incubadas con los anticuerpos primarios correspondientes: Gal-1 mouse
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monoclonal (1:200, Santa Cruz Biotechnology); Gal-3 mouse monoclonal (1:200,
Santa Cruz Biotechnology); actina mouse monoclonal (1:1000, Millipore, MAB 1501-
clona C4) durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 5 min
con una solucion de leche en polvo al 1 % en TBS, posteriormente se incubé a la
membrana con los anticuerpos secundarios acoplados a HRP goat anti-mouse 1gG
(1:3000, Millipore) durante 1 h. Posteriormente se realizaron 6 lavados de 5 min con
leche al 1 % en TBS. Para revelar se usé un sustrato quimioluminiscente para la
HRP (Immobilon Western, Millipore) y placas fotograficas (Kodak). Se digitalizaron
las imagenes para un posterior analisis densitométrico en el programa Image J. Los
datos fueron reportados como el promedio del indice entre la proteina Gal-1/actina,

Gal-3/actina para cada uno de los grupos experimentales.

6.17 Analisis estadistico
Los andlisis estadisticos y graficas se realizaron con el programa GraphPad

PRISM versidn 6.0. Se realizo el analisis de cada variable fisiolégica para determinar
si habia diferencias entre los grupos experimentales. Los datos se expresaron como
la media + SEM de cada grupo utilizado. Los valores de P <0.05 se consideraron
estadisticamente significativos en todas las pruebas. En la prueba conductual en el
laberinto acuatico de Morris se cuantificd la latencia a encontrar la plataforma de
escape en la tarea de aprendizaje. Se analizé mediante una ANOVA de dos vias de
medidas repetidas con un post test Bonferroni. En la prueba de memoria se analiz6
la latencia al primer cruce, el tiempo de permanencia en el cuadrante blanco, y el
namero de visitas, utilizando una ANOVA de una via, seguido de un post-test
Bonferroni. Los datos obtenidos de la longitud dendritica por orden de ramificacion
por el analisis de Sholl se analiz6 mediante una ANOVA de dos vias, seguido de
post test Bonferroni. Los datos obtenidos de la longitud dendritica total se analizaron
mediante una ANOVA de una via, seguido de un post test Bonferroni. El analisis del
namero de células positivas a NeuN, BrdU, DCX, Galectina-1 y Galectina-3 se
analizé usando un ANOVA de una via seguido de un post test Bonferroni. El analisis
de la concentracién de citocinas IL-18, TNF-a e IFN-y se realiz6 utilizando una

ANOVA de una via seguido de un post test Bonferroni.
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7. Resultados

Disefio experimental 1

7.1 La administracion del péptido AB2s3s en la region CA1l del hipocampo

genera dafo sobre la memoria espacial

En la parte superior de la Figura 17A se muestran las trayectorias de
navegacion, representativas del proceso de adquisicion y localizacion de la
plataforma de escape en el LAM para los grupos SSI y AB2s3s. Los resultados
obtenidos muestran una diferencia significativa al dia siete en el tiempo de latencia
a encontrar la plataforma de escape durante el aprendizaje para el grupo AB2s-3s
(44.32 £ 2 s, los datos corresponden al promedio £ EEM) en comparacion al grupo
SSI (32.86 + 2 s) (ANOVA de dos vias, F(3,56) = 5.32, p<0.01) (Figura 16A).

El estudio de la memoria a largo plazo en el LAM al dia 17 y 31 respecto a la
administracion del péptido ABzs-35 en la region CA1 del hipocampo muestra un déficit
cognitivo para el grupo AB2s-35. En la parte superior de la Figura 17B se muestran
las trayectorias de navegacion representativas, que corresponden a la evaluacion
de la memoria en el LAM para los grupos SSI y AB2s-35. Se observo que el numero
de cruces del cuadrante objetivo decrecio al dia 17 en el grupo ABa2s3s (5.4 £ 0.3
cruces) en comparacion con el grupo SSI (6.6 + 0.3 cruces). En el dia 31 para el
grupo AB2s-35 el nimero de cruces disminuy6 (3.8 + 0.5 cruces) en comparacion con
el grupo SSI (7.3 + 0.4 cruces) (ANOVA de una via F(3,56) = 15.32, p<0.001).

Durante la fase de evocacion, el tiempo para localizar el sitio donde se
encontraba la plataforma (Figura 17C) aumenté significativamente el dia 17 en el
grupo ABazs-35 (25.1 s £ 4.3) en comparacion al grupo SSI (10.9 s £ 1), mientras que
la evaluacion del dia 31 muestra que el grupo AB2s.3s (38.8 s + 7) presenta un
aumento significativamente mayor en comparacion con el grupo SSI (12.4 s £ 2)
(ANOVA de una via, F(3,56) = 7.7, p<0.001). En consecuencia, los animales
administrados con el péptido AB2s-35 exploraron menos tiempo el cuadrante donde
se encontraba la plataforma de escape, al dia 17 el grupo AB2s3s (21.7 s £ 1)

disminuy6 el tiempo de exploracion registrado, en comparacion al grupo SSI (26.6
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s+ 1). Al dia 31 en el grupo AB2s-35(16.0 s £ 2) disminuye en comparacion al grupo
SSI(26.0 s + 1) (ANOVA de una via F(3,56) = 11.40, p<0.001) (Figura 17D).
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Figura 17. La administracion del péptido ABs.35 en la region CAl del hipocampo induce un
dafio en lamemoria espacial. En A) en la parte superior se muestran las trayectorias de navegacioén
gue corresponden a la prueba de aprendizaje realizada del dia 6 al 10 post administracion del péptido
AB2s.35. En la parte inferior se muestra la latencia a encontrar la plataforma de escape por dia de
aprendizaje, los valores representan al promedio + EEM (ANOVA de dos vias post-test Bonferroni
vs Vehiculo, *p<0,01). La evaluacion de la memoria espacial se realizo en los dias 17 y 31 en el
LAM. En B) en la parte superior se muestran las trayectorias de navegacion que corresponden a la
evaluacioén de la memoria. En la parte inferior se muestra la grafica que corresponde al nimero de
cruces en el cuadrante blanco. En C) se muestra el tiempo de latencia al primer cruce por el sitio
donde se encontraba la plataforma de escape. En D) se muestra el tiempo de permanencia en el
cuadrante blanco. Los valores corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via post-test
Bonferroni vs SSI, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001; AB2s-35dia 32 vs AB2s3s dia 17 *p <0.05).
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7.2 El dafio en la evocacion de la memoria esta asociado a los cambios
morfolégicos inducidos por el péptido AB2s-35 en el giro dentado

Se observo una disminucién en la longitud dendritica por orden de
ramificacion, en la longitud dendritica total y en el nimero de espinas ante la
administracion del péptido AB2s-3s (Figura 18). Los cambios morfolégicos fueron
evidenciados por la tincion de Golgi-Cox y el analisis de Sholl.

Intacto | ABs 35

Figura 18. La administracion del péptido AB.s.35 en la region CAL del hipocampo induce un
cambio en la morfologia de neuronas granulares de giro dentdo. Se muestra en la parte superior
una neurona granular del giro dentado que corresponden al dia 32 posterior a la administracion del
péptido AB25-35. La barra equivale a 20 um.

Los resultados obtenidos muestran que el péptido ABzs3s al dia 11 no
disminuye la longitud dendritica en el GD respecto al grupo intacto (Figura 19A). Se
observo que la prueba de aprendizaje realizada en el LAM facilité el aumento en la
longitud dendritica. En el grupo SSI + A (aprendizaje) se observé un incremento en
la longitud dendritica en el cuarto orden de ramificacion (593.7 um = 28, los datos
corresponden al promedio + EEM), sin embargo, no presenta diferencia significativa
en comparaciéon con el grupo Intacto (460.0 um + 51). La longitud dendritica por

orden de ramificacion para el grupo ABzs-3s + A fue mayor en los niveles de segundo
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orden (385.0 um + 52, p<0.01) y de tercer orden (626.8 um + 62, p<0.05) en
comparacion con el grupo Intacto en el segundo orden (193.7 um + 38, p<0.001) y
tercer orden (489.0 um = 73). Sin embargo, se observé una reduccion en el cuarto
orden (329.0 um % 41, p<0.05) en comparacion al cuarto orden del grupo Intacto
(460.0 um £ 51) (ANOVA de dos vias F(18,105) = 2.95, p<0.01).

El mismo andlisis realizado al dia 18 (Figura 19B) revel6 una disminucién
significativa en la longitud dendritica en el grupo AB2s-35 de quinto orden (57. 83 +
17 pm,) en comparacion al grupo Intacto. El grupo AB2s3s + A-M (aprendizaje-
memoria) mostré una longitud dendritica mayor en el cuarto orden (633.83 + 26 um)
en comparacion al grupo Intacto, mientras que el cambio morfologico en el orden
dendritico del grupo SSI + A-M fue mayor en el cuarto orden (589.16 + 40.4 um),
quinto orden (600.33 £ 19.6 um) y sexto orden (301.0 + 26.4 um) en comparacion
con el grupo Intacto (ANOVA de dos vias F(18,105) = 8.75, p<0.001).

El analisis de orden dendritico al dia 32 (Figura 19C) revel6 una disminucion
significativa entre el grupo AB2s-35 (57.17 + 15 um) y el grupo intacto en la porciéon
terminal de la estructura dendritica a nivel del quinto orden. Los animales tratados
con ABzs-35+ A-M presentaron una menor longitud dendritica a nivel del tercer orden
(392.5 = 25 pm, p<0.001) en comparacion con el grupo Intacto. El grupo SSI + A-M
mostré un incremento significativo en la longitud de orden dendritico a niveles del
cuarto orden (591 = 51 um, p<0.01) y de quinto orden (389.7 £ 21 um, p<0.001) en
comparacion con el grupo Intacto (ANOVA de dos vias F(18,105) = 2.9, p<0.001).

La evaluacion de la longitud dendritica total nos permite evaluar un cambio
general a nivel de las neuronas granulares del giro dentado, es decir, si la neurona
incrementd o disminuyo su longitud. El analisis de Sholl realizado al dia 11 nos
muestra diferencias significativas en la longitud dendritica total para el grupo SSI +
A (1679 um £ 61) en comparacion con el grupo Intacto (1387 um + 67). Se presenta
una diferencia significativa mayor entre el grupo AB2s35 + A (1559 um * 61, p<0.01)
y el grupo AB2s-35 (1232 um = 13) (ANOVA de una via F(3,15) = 11.44, p<0.01)
(Figura 19D). La longitud dendritica total en el dia 18 muestra diferencias
significativas entre el grupo SSI + A-M (2070 um + 61) y el grupo Intacto (1387 um
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+ 67, p<0.001). La longitud total dendritica presenta una diferencia entre los grupos
AB2s-35+ A-M (1457 uym = 125, p<0.05) y AB25-35 (1115 pum + 19), que disminuyen la
longitud dendritica respecto al tiempo (ANOVA de una via F(3,15) = 28.14, p<0.05)
(Figura 19E). En el dia 32, el grupo SSI + A-M (1871 pm % 89, p<0.001) presento
un aumento en la longitud dendritica total en comparacion al grupo Intacto (1387
Mm £ 66, p<0.001). La longitud dendritica total registrada para el grupo AB2s-35 (1078
Mm £ 28, p<0.05) muestra una disminucién en comparacion con el grupo Intacto
(ANOVA de una via F(3,15) = 26.35, p<0.05) (Figura 19F).

60



Dia 11

A) D) 2500
-0~ Intacto -O- SSI+A
800, APasgs - APzsas+ A E 20004
=
S—
— =1
£ 6001 S 15001 .
3 o
S— _c
g 4004 2 1000,
-6) g}
5 200 O 5001
3 b —
04
0

Intacto AP 3535  SSI AP ps535
2 4 6 8 Aprendizaje

Orden dendritico

Dia 18
B) E) 25004
o= Intacte -O0- SSI+A-M
800, 7 ABssas A ABasas+A-M E 2000
3
S
T 1500, -
Q
=
T 1000
=]
=
[@)]
c 5004
Q
—
04
. . . . Intacto AP 5535  SSI AP 5535
2 4 6 8 Aprendizaje + Memoria
Orden dendritico
Dia 32
C) F) 2500-
<~ Intacto -0 SSI+A-M
—_
800+ ¥ APosas 2 APpsas +AM £ 20004
=
— s
= £ 150 =
2 o
= T 10001
35 =
o
= ()]
g & 500
S -
04
. . : . Intacte AP o535  SSI AP u51s
2 4 6 8 Aprendizaje + Memoria

Orden dendritico

Figura 19. La administracién del péptido AB.s.35 en laregion CAl del hipocampo disminuyo la
longitud dendritica de las células del giro dentado. En A), B) y C) se muestra la longitud por
orden dendritico, que se evalué al dia 11, 18 y 32. Los datos graficados corresponden al promedio
+EEM. (ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001), * Intacto vs SSI +
A-M, # Intacto vs ABzs.35, * Intacto vs ABzs-3s + A-M. En D), E) y F) se muestra la longitud dendritica
total al dia 11, 18 y 32. Los datos graficados corresponden al promedio + el EEM (ANOVA de una
via post-test Bonferroni, *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, SSI + A-M vs ABzs.a3s + A-M, *p<0.05,
*p<0.01).
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7.3 La administracion del péptido ABzs3s en la region CA1l del hipocampo
disminuye la densidad de espinas dendriticas en el giro dentado

Con el fin de comprender el efecto del péptido AB2s-35 sobre el déficit cognitivo
observado en el LAM se realiz6 la evaluacion de la densidad de espinas dendriticas
en las células granulares del GD. La cuantificacion se realizé mediante la tincion de
Golgi-Cox, cuyos resultados se ilustran en la Figura 20. Estos resultados muestran
que la administracion del péptido AB2s-35 en la region CALl del hipocampo dorsal
disminuye el numero de espinas dendriticas en las células granulares del GD. Se
observé una disminucion en la densidad de espinas dendriticas en el grupo AB2s-3s
al dia 18 (7.0 £ 0.2, los datos corresponden al promedio + EEM, p<0.05) y el dia 32
(6.0 £ 0.2, p<0.001) en comparacion con el grupo Intacto (7.7 £ 0.1). Para el dia 32,
el grupo ABzs-3s+ A-M (6.0 + 0.1, p<0.001) present6 una disminucion en la densidad
de la espina dendritica en comparacién con el grupo Intacto (7.7 £ 0.07). El andlisis
del grupo SSI + A-M revelé un aumento significativo en la densidad de la espina
dendritica al dia 11 (10.5 + 0.1), dia 18 (10.1 + 0.1) y dia 32 (10.5 £ 0.2) en
comparacion con el grupo Intacto (7.7 £ 0.1, p<0.001) (ANOVA de una via F(3,15)
= 26.35, p<0.05). En resumen, estos resultados indican que las espinas dendriticas
aumentan en densidad en respuesta al aprendizaje espacial; sin embargo, el efecto
neurotoxico a largo plazo del péptido ABz2s-35 afecta significativamente la densidad

de las espinas dendriticas en la region del GD (Figura 20).
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Figura 20. La administracion del péptido AB2s3s disminuye el nimero de espinas dendriticas
en laregion de GD. Se muestra la localizacion del GD en la formacién del hipocampo. Se describe
la densidad de espinas dendriticas por unidad de longitud de 10 um en las dendritas distales de
neuronas que fueron incluidas en el andlisis de Sholl. EI nUmero de espinas dendriticas se evaluo a
los dias 11, 18 y 32. Se muestran las fotomicrografias de las espinas dendriticas en el GD. En el
grafico se muestra el promedio de las espinas dendriticas por cada 10 um en la regién del GD. Los
datos corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via, post-test Bonferroni, * p <0.05,
**p<0.01, *** p <0.001).
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Disefio experimental 2

7.4 La administracion del péptido AB2s3sen laregion CAl del hipocampo
genera dafo sobre la memoria a largo plazo

Los resultados obtenidos en la prueba de aprendizaje, al evaluar el tiempo
de latencia a encontrar la plataforma de escape no muestran una diferencia
significativa para el grupo AB2s-35, SSI en comparacion al grupo Intacto (ANOVA de
dos vias F(8,72) = 0.38, p>0.05) (Figura 21B). Se observé que el nimero de visitas
al cuadrante blanco en la prueba de aprendizaje (Figura 21C), se presenta
diferencia significativa en el dia 7 para el grupo SSI (1.8 £ 0.2) respecto al grupo
Intacto (2.7 + 0.3) (ANOVA de una via F(2,41) =15.28, p<0.05). En la parte inferior
de la Figura 20C se muestran las trayectorias de navegacion representativas, que
corresponden a la evaluacion de la memoria en el LAM para los grupos Intacto, SSI

y AB2s-35.

El estudio de evocacion de la memoria a largo plazo en el LAM al dia 17 y 31
respecto a la administracion del péptido AB2s.3s muestra un déficit cognitivo para el
grupo ABzs-3s. La prueba de memoria en el LAM se realiza retirando la plataforma
de escape, y se evalla el trazado de las trayectorias de navegacion, asi como, el
tiempo de latencia al primer cruce y el nUmero de cruces por donde se localizaba la
plataforma de escape. La evaluacion del nimero de visitas al cuadrante objetivo en
la prueba de memoria revelé una disminucion al dia 17 en el grupo AB2s35 (5.8 +
0.3) en comparacion con el grupo Intacto (7.1 + 0.3) (Figura 22A) (ANOVA de una
via F(2,41) = 15.62, p<0.001). En el dia 31 de evaluacion el grupo AB2s.35 (5.1 + 0.3)
presentd una disminucién en el nimero de visitas en comparacién al grupo Intacto
(7.2 £ 0.3) (Figura 22B) (ANOVA de una via F(2,41) = 14.11, p<0.001). En la
evaluacion de la memoria, el tiempo necesario para encontrar el sitio donde se
encentraba la plataforma aumentd significativamente el dia 17 en el grupo AB2s-35
(21.5 s £ 3.8, los datos corresponde al promedio + EEM) con respecto al grupo
Intacto (10.3 s £ 1) (Figura 22C) (ANOVA de una via F(2,27) = 4.85, p<0.001),

mientras que, para el dia 31, el grupo ABz2s-35 (25.78 s = 1.6) mostré un aumento
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significativamente mayor en comparacion con el grupo Intacto (9.2 s £ 1) (ANOVA
de unavia F(2,27) = 40.81, p<0.001) (Figura 22D).
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Figura 21. La administracion del péptido AB2s.35 en la region CA1l del hipocampo no genera
dafio en el aprendizaje. En A) se muestra una representacion del LAM, y la distribucion de los
cuadrantes respecto a los puntos cardinales. En B) se muestra el tiempo necesario para encontrar
la plataforma de escape durante la prueba de aprendizaje. Los valores muestran el promedio del
tiempo de latencia £ EEM (ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni, p>0.05). En C) se muestra el
namero de visitas al cuadrante blanco y en la parte inferior las trayectorias de navegacion
representativas en la bisqueda de la plataforma de escape durante la prueba de aprendizaje. Los
valores muestran al promedio tEEM (ANOVA de dos vias, post-test Bonferroni, *p<0.05).

65



A)

Numero de visitas
al cuadrante blanco
Numero de visitas
al cuadrante blanco

T T

Intacto ~ SSI A[32'5_35 Intacto  SSI AB2s.35
D)

o

Dia 31

Dia 17

'S
o
'S
o

**

w
=
w
=

—
e

Latencia al primer cruce (s)
= X
e e
_|
Latencia al primer cruce (s)
N
o

Intacto SSi ABos.35 Intacto SSi APB2s.35

i
i

Figura 22. La administracion del péptido AB.s.3sen laregion CA1 del hipocampo genera dafio
en la memoria a largo plazo. La prueba de memoria se realiz6 a los dias 17 y 31 en el LAM. En A)
se muestra al dia 17 el nimero de visitas al cuadrante blanco donde se localizaba la plataforma de
escape. En B) se muestra al dia 31 el nimero de visitas al cuadrante blanco donde se localizaba la
plataforma de escape. Los valores muestran al promedio tEEM (ANOVA de una via, post-test
Bonferroni, **p<0.01, ***p<0.001). La prueba de memoria se realiz6 a los dias 17 y 31 en el LAM. En
C) se muestra el tiempo de latencia al primer cruce por donde se localizaba la plataforma de escape
al dia 17. En D) se muestra el tiempo de latencia al primer cruce por donde se localizaba la plataforma
de escape al dia 31. Los valores muestran al promedio + EEM (ANOVA de una via, post-test
Bonferroni, **p<0.01, ***p<0.001).
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7.5 El péptido AB2s.35 disminuye el numero de células positivas a NeuN

La consecuencia final de la toxicidad del péptido AB2s3s es la muerte
neuronal, por lo que se evaluo6 el nimero de células positivas a la proteina neuronal
especifica (NeuN). Los resultados obtenidos al dia 32 muestran en la region CAl
del hipocampo y GD una disminucién del nimero de células positivas a NeuN
(marca en rojo) en el grupo administrado con el péptido AB2s-35 respecto al grupo
intacto (Figura 23A). Los resultados cuantitativos de este estudio indicaron que en
el dia 32 el numero de células positivas a NeuN en el grupo AB2s35 (27.8 + 1, los
datos corresponden al promedio £+ EEM) disminuyé en comparacién con el grupo
intacto (43.2 + 2) en la regién CAl del hipocampo (ANOVA de una via F(2,29) =
34.31, p<0.01). En la region de GD se demostré una disminucion significativa en el
grupo AB2s-35(120.8 £ 1) en comparacion con el grupo intacto (143.3 £ 6) (ANOVA
de una via F(2,29) = 21.53, p<0.001) (Figura 23B).
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Figura 23. El péptido AB2s.3sdisminuye lainmunorreactividad a NeuN en la CAl del hipocampo
y en el GD. En A) se muestran las fotomicrografias de la region CA1 del hipocampo y el DG, donde
se observa la inmunorreactividad a NeuN en el dia 32 posterior a la administracion del péptido AR 2s.
3s. En B) el grafico muestra el nimero de células inmunorreactivas a NeuN en la region CA1 del
hipocampo y el GD (n =5 para cada grupo). Los datos corresponden al promedio +tEEM (ANOVA de
una via, post-test Bonferroni, **p <0.01, ***p<0.001.
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7.6 El péptido AB2s.35s genera un dafio sobre el proceso de neurogénesis

El presente trabajo evalud la capacidad del sistema para generar nuevas
células y la relacion que tiene con el deterioro cognitivo. La proliferaciéon celular en
la ZSG de DG fue evidenciada por inmunohistoquimica. Se identificé la marca a
BrdU, que fue administrada el dia 31 y evaluada su incorporacién el dia 32, respecto
a la administracion con el péptido AB2s-3s (Figura 24A). El niamero total de células
positivas a BrdU se muestra en la Figura 23B; se observa una diferencia significativa
en la inmunorreactividad a BrdU entre el grupo AP2sss (21.2 + 1, los datos
corresponden al promedio tEEM) y el grupo Intacto (28.2 + 1.3). La expresion de
DCX se asocia con la migracién de neuroblastos, que podria actuar como un
indicador alternativo para la neurogénesis adulta (Couillard-Despres y cols., 2005).
Este estudio investigo la expresion de DCX en la ZSG del DG a los 32 dias después
de la administracion de péptido AB2s-3s. ES interesante observar la morfologia de las
células positivas a DCX en los grupos Intacto y SSI, que se encuentran
principalmente en la ZSG adyacente al margen interno de la capa de células
granulares, caracteristica que no presenta el grupo administrado con el péptido
AB2s-35. La nuevas neuronas o células positivas a DCX se visualizaron en la capa
de células granulares, asi como también se extendia mas alla de la capa molecular.
Sin embargo, algunas de las células en el grupo AB2s.3s no presentaban una
estructura definida y otras se asemejaban a neuroblastos con orientacién en
paralelo a la capa de células granulares (Figura 24A). Los resultados revelaron una
diferencia significativa en el numero de células positivas a DCX en el grupo AB2s-35
(29.7 £ 1.6, los datos corresponden al promedio + EEM) en comparacion con
aquellos en el grupo Intacto (29.8 + 1.6) (ANOVA de una via, F(5,48) = 34.45,
p<0.001) (Figura 24B). Los resultados obtenidos indican que el péptido AP2s-3s
disminuye el numero de neuronas, la proliferacién celular y la neurogénesis, que

pueden estar asociadas con el deterioro cognitivo.
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Figura 24. La administracion del péptido AB2s.3s en la regién CAL del hipocampo decrece la
neurogénesis en laregion del GD. En A) se muestra la inmunorreactividad a BrdU y DCX en el DG
al dia 32 posterior a la administracion del péptido AB2s.3s. En B) se muestra la cuantificacion del
namero de células con inmunorreactividad a BrdU y DCX en la regién del GD. Los datos
corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via, post-test Bonferroni, *p<0.01, p<0.001).
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7.7 El péptido AB2s.3sinduce neuroinflamaciéon en el hipocampo dorsal

La respuesta de neuroinflamacion inducida por astrocitos y microglia
activados es un elemento clave en los trastornos neurodegenerativos. La
administracion del péptido ABzs-3s en la region CAl del hipocampo indujo la

neuroinflamacién asociada con un aumento de astrocitos y microglia (Figura 25).
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Figura 25. La administracion del péptido AB2s.3sen la region CAl del hipocampo induce un
incremento en la inmunorreactividad de astrocitos y microglia. Se muestra la
inmunorreactividad a GFAP (astrocitos) e Ibal (microglia) en la region CA1 del hipocampo y la regién
del DG al dia 32 posterior a la administracion del péptido AR2s.3s.
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El analisis cuantitativo llevado a cabo en este estudio indic6 que el péptido
AB2s-35 induce un proceso de neuroinflamacion al aumentar el numero de células
positivas a GFAP (astrocitos). En la region CA1 del hipocampo (Figura 26A), el
namero de células positivas para GFAP en el grupo AB2s-3s (48.2 £ 1, los datos
corresponden al promedio + EEM) aumenté en comparacion con el grupo Intacto
(22.9 £ 0.8). En el GD (Figura 26A), el numero de células positivas para GFAP en
el grupo AB2s3s (61.3 £ 2.4) presentd un aumento en comparacion con el grupo
Intacto (26.5 = 1.4) (ANOVA de una via F(5,78) = 137.7, p<0.001). El analisis del
namero de células positivas a Ibal (microglia) en la regién CAl del hipocampo
(Figura 26B) mostr6 que el grupo ABzs-3s (29 + 0.5, los datos corresponden al
promedio + EEM) aument6 en comparacion con el grupo Intacto (18.2 + 0.4)
(ANOVA de una via, post-test Bonferroni, p<0,001). En el GD (Figura 26B) el
numero de células positivas a Iba1 en el grupo AB2s-35 (25 + 1) presenté un aumento
en comparacion con el grupo de Intacto (19.4 + 0.8) (ANOVA de una via F(5,79) =
44.34, p<0.001).

La concentracion de las citocinas proinflamatorias IL-18, TNF-a e IFN-y se
determind por la técnica de ELISA de tipo sandwich en los homogenizados del
hipocampo dorsal de ratas administradas con el péptido AB2s-35, SSI y grupo Intacto
al dia 32. La concentracion de IL-1B (Figura 26C) en el hipocampo dorsal aumento
en el grupo AB2s-35 (364.6 pg/mL £ 21) en comparacién con el grupo Intacto (151.2
pg/ml £ 29) (ANOVA de una via F(2,9) = 30.34, p<0.001). El incremento de la
citocina IL-1B se correlaciona con un aumento en TNF-a, asociad a la induccién de
una respuesta neuroinflamatoria después de la administracion del péptido AB2s-3s.
La citocina TNF-a (Figura 26D) aumentd significativamente para el grupo AB2s-3s
(215.7 pg/mL £ 21) en el hipocampo dorsal en comparacion con el grupo Intacto
(71.55 pg/mL + 20) (ANOVA de una via F(2,12) = 26.31, p<0.001). Cuando se
comparod con la concentracion de IFN-y en el hipocampo dorsal (Figura 26E), se
encontré un aumento para el grupo AB2s-35 (71 pg/mL + 3.5) en comparacion con el
grupo Intacto (37 pg/mL + 1.1) (ANOVA de una via F(2,12) = 26.63, p<0.01).
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Figura 26. La administracion del péptido AB2s.3sen la region CA1l del hipocampo induce un
proceso de neuroinflamacion. El nimero de células positivas a A) GFAP e B) Ibal en la CAl del
hipocampo y el GD se correlacionaron con la actividad de astrocitos y microglia en el dia 32. La
concentracién de IL-1B en C), TNF-a en D) e IFN-y en E) se evalué 32 dias después de la
administracion del péptido ABa2s.3s. Los datos corresponden al promedio tEEM (ANOVA de una via,
post-test Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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7.8 La administracion del péptido AB2s3sinduce la expresion de Galectina-3
La administracion del péptido ABzs-35 en el CA1l del hipocampo induce un
incremento en la expresion de Gal-1 y Gal-3. Los datos experimentales obtenidos
por la técnica de Western Blot muestran un incremento en la expresiéon de Gal-3 en
la formacion hipocampal (Figura 27A). El andlisis de la densitometria no muestra
diferencia significativa entre en el indice Gal-1/Actina para el grupo AB2s3s (1.2 £
0.12, los datos corresponden al promedio = EEM) respecto al grupo Intacto (0.86 +
0.2) (ANOVA de unavia F(2,6) = 2.24, p>0.05) (Figura 27B). Sin embargo, el analisis
de la densitometria para el indice Gal-3/Actina muestra diferencia significativa entre
el grupo AB2s-35 (1.5 £ 0.08, los datos corresponden al promedio + EEM) respecto al
grupo Intacto (1.01 £ 0.16) (ANOVA de una via F(2,6) =5.71, p<0.05) (Figura 27C).
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Figura 27. La administracion del péptido AB2s.35en laregion CA1 del hipocampo incrementa la
expresién de Gal-3 en la formacion hipocampal. En A) se muestra el Western Blot representativo
para la determinacién de Gal-1 y Gal-3. En B) y C) se muestran las determinaciones del indice
Galectina/Actina al dia 32 ante la administracion del péptido AB2s.3s. Los datos corresponden al
promedio £ EEM (ANOVA de una via, post-test, Bonferroni *p<0.05).
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7.9 El AB2s3sinduce la activacion de astrocitos y la expresion de Galectina-3
La evaluacion de la inmunorreactividad a GFAP y colocalizacion con Gal-1 y
Gal-3 facilita la determinacion de su participacion en la neuroinflamacion inducida
por la administracion del péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo dorsal. Se
observo un incremento en la inmunoreactividad a los astrocitos en el grupo AB2s.-3s,
sin embargo, no se mostraron diferencias significativas en el nimero de células

inmunorreactivas a Gal-1 (Figura 28A).

El andlisis cuantitativo del nimero total de células positivas a Gal-1 en la
region CA1 del hipocampo (Figura 28B) no mostro diferencias significativas entre
los grupos SSI (13.2 £ 0.7, los datos corresponden al promedio + EEM) y AB2s-35
(15.3 £ 0.7) en comparacion con el grupo Intacto (13.0 + 1). La colocalizacion celular
de GFAP-Gal-1 en la region CA1 del hipocampo (Figura 28B) no mostré diferencias
significativas en el grupo AB2s-35 (2.20 % 0.6, los datos corresponden al promedio +
EEM) respecto al grupo Intacto (3.8 + 1.3). Sin emabargo, la comparacion entre el
numero total de células positivas a Gal-1 y colocalizadas por grupo experimental
presentan diferencias significativas (ANOVA de una via, F(5,49) = 17.49, p<0.001).

En GD, el numero de células positivas a Gal-1 (Figura 28C) mostro un en el
grupo SSI(13.3+0.9) y en el grupo AB2s-35 (11.8 + 0.7) en comparacién con el grupo
de Intacto (6.2 = 2). En GD (Figura 28C) la colocalizacion GFAP-Gal-1 en el grupo
SSI(5.4£0.9) yen el grupo AB2s-35 (2.3 £ 0.4) no mostraron diferencias significativas
en comparacion con el grupo Intacto (2.6 + 0.7). Sin emabargo, la comparacién entre
el nimero total de células positivas a Gal-1 y colocalizadas por grupo experimental
presentan diferencias significativas (ANOVA de una via, F(5,49) = 39.7, p<0.001).
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Figura 28. El péptido AB.s3s no modifica la expresion de Gal-1 que estd asociado con la
activacion de astrocitos en CA1ly GD. En A) se muestran las fotomicrografias de astrocitos (GFAP,
rojo), Gal-1 (verde) y su colocalizacién (amarillo) al dia 32. En B) se muestra el nimero de células
positivas a Gal-1y el nimero de células colocalizadas GFAP-Gal-1 en la regién CAL del hipocampo.
En C) se muestra el numero de células positivas a Ga-1y el nUmero de células colocalizadas GFAP-
Gal-1 en GD. Los datos corresponden al promedio £+ EEM (ANOVA de una via, post-test Bonferroni,
total vs colocalizaciéon ‘p<0.05, “*p<0.001).
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La administracion del péptido ABzs-3s indujo un aumento tanto en la
inmunorreactividad a Galectina-3, como la colocalizacion con GFAP en CA1y DG
(Figura 29A). El andlisis del numero de células positivas a Gal-3 en la region CAl
del hipocampo (Figura 29B) mostré un aumento en el grupo SSI (13.3 = 0.9, los
datos corresponden al promedio + EEM) y el grupo AB2s3s (31.2 = 1.3) en
comparacion con el grupo Intacto (8.53 + 0.6). El andlisis del numero de células
inmunorreactivas y colocalizadas a GFAP-Gal-3 en la regién CA1 del hipocampo
indicé un aumento significativo y constante en el grupo AB2s3s (18.8 = 1.5) en
comparacion con el grupo Intacto (8.2 + 0.4). La comparacion entre el nUmero total
de células positivas a Gal-3 (31.2 + 1.3) y el nUmero de células colocalizadas (18.8
+ 1.5) en el grupo grupo ABzs-3s muestran diferencias significativas (ANOVA de una
via, F(5,54) = 80.35, p<0.001).

En GD, el analisis del nimero de células positivas a Gal-3 en la region CAl
del hipocampo (Figura 29C) mostré un aumento en el grupo AB2s-35 (27.3 £ 3.3, los
datos corresponden al promedio + EEM) en comparacion con el grupo Intacto (13.4
+ 1.2). ElI ndmero de células colocalizadas GFAP-Gal-3 incremento
significativamente en el grupo AB2zs35 (20.6 + 2.3) en comparacion con el grupo
Intacto (7 + 0.5) (ANOVA de una via, F(5,30) = 11.52, p<0.001). Los resultados
obtenidos indican que el péptido AB2s-3s induce la activacion de astrocitos asociado
con la respuesta de neuroinflamacién, que incrementa significativamente la

expresion de Gal-3, y puede estar implicado en el deterioro cognitivo.
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Figura 29. El péptido AB.s3s incrementa la expresion de Gal-3 asociada a la activaciéon de
astrocitos en CA1y GD. En A) se muestran las fotomicrografias de astrocitos (GFAP, rojo), Gal-3
(verde) y su colocalizacién al dia 32. En B) se muestra el nimero de células positivas a Gal-3 y el
numero de células colocalizadas GFAP-Gal-3 en la regién CA1 del hipocampo. En C) se muestra el
namero de células positivas a Gal-3 y el nUmero de células colocalizadas GFAP-Gal-3 en GD. Los
datos corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via, post-test Bonferroni, Gal-1 *p<0.01,
***n<0.001; Ibal-Gal-1 **p<0.01, **p<0.001; Gal-1 vs lbal-Gal-1 **p<0.001).
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7.10 El péptido AB2s.3s induce la activacion de microglia y la expresion de
galectinas

La administracion del péptido AB2s-35s en el CAl del hipocampo indujo tanto la
neuroinflamacién asociada a un aumento en la inmunorreactividad a Ibal (microglia)
como a la participacion de Gal-1 y Gal-3. Los grupos experimentales mostraron un
aumento en el numero de células de microglia e inmunorreactividad a Gal-1 en el
grupo ABzs-3s respecto al grupo control, no se identificaron diferencias significativas
en comparacion con el grupo de Intacto (Figura 30A). En las fotomicrografias, el
grupo ABzs-3s mostré un aumento en la inmunorreactividad a Ibal y Gal-1 en CAly
DG (Figura 30A).

El andlisis del niumero de células positivas a Gal-1 en la regién CA1l del
hipocampo (Figura 30B) no mostro una diferencia entre el grupo AB2s-35 (11.8 £ 0.75,
los datos corresponden al promedio £+ EEM) y el grupo del SSI (8.9 =+ 0.9) en
comparacion al grupo de Intacto (11.92 + 0.8) (ANOVA de una via, post-test
Bonferroni, p>0.05). El analisis del numero de células colocalizadas Ibal-Gal-1 en
la regibn CA1 del hipocampo (Figura 30B) no mostré una diferencia entre el grupo
AB2s-35 (11 £ 1, los datos corresponden al promedio + EEM) y el grupo del SSI (8.6
+ 1) en comparacion al grupo de Intacto (8 + 0.5) (ANOVA de una via, F(5,49) =
3.42, P=0.0098).

El nimero de células inmunorreactivas a Gal-1 en la region del GD (Figura
30C) no muestra diferencias significativas entre el grupo ABzs3s (15.3 + 0.7) y el
grupo SSI (13.2 £ 0.6) en comparacion con el grupo Intacto (13 + 1). El andlisis del
nuamero de células colocalizadas Ibal-Gal-1 en la region CA1 del hipocampo (Figura
30B) no mostré una diferencia entre el grupo AB2s-35 (11 + 1, los datos corresponden
al promedio £ EEM) y el grupo del SSI (8.6 £ 1) en comparacion al grupo de Intacto
(8 £ 0.5) (ANOVA de una via, F(5,49) = 2.47, P=0.045).
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Figura 30. El péptido AB2s.3s no modifica la expresién de Gal-1 en células de la microglia
asociado alaneuroinflamacion en CAly DG. En A) se muestran las fotomicrografias de astrocitos
(Ibal, rojo), Gal-1 (verde) y su colocalizaciéon (amarillo) al dia 32. En B) se muestra el nimero de
células positivas a Gal-1 y el nimero de células colocalizadas Ibal-Gal-1 en la region CAl del
hipocampo. En C) se muestra el nUmero de células positivas a Gal-1 y el nimero de células
colocalizadas Ibal-Gal-1 en GD. Los datos corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via,
post-test Bonferroni, p>0.05).
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El péptido AB2s-35 indujo un aumento tanto en la inmunorreactividad a Gal-3
como en la colocalizacion con Ibal en CA1y GD (Figura 31A). El andlisis del nUmero
de células positivas a Gal-3 en la region CA1 del hipocampo (Figura 31B) mostré un
aumento en el grupo AB2s-35(31.2 + 0.9, los datos corresponden al promedio + EEM)
en comparacién con el grupo Intacto (8.5 + 0.5) (ANOVA de una via, post-test
Bonferroni, p<0.001). El analisis del numero de células inmunorreactivas
colocalizadas Ibal-Gal-3 en la regiéon CA1 del hipocampo indic6 un aumento en el
grupo AB2s-35(13.0 £ 1.1) en comparacién con el grupo Intacto (2.0 + 0.5) (ANOVA
de una via F(5,54) = 3.38, p<0.001).

En la region del GD el numero de células inmunorreactivas a Gal-3 (Figura
31C) aumento en el grupo AB2s-35 (27.3 = 3.3) en comparacion con el grupo Intacto
(13.40 = 1.2). El namero total de células colocalizadas Ibal-Gal-3 en la regién de
GD (Figura 31C) mostré un aumento significativo en el grupo AB2s.35 (11.0 + 1.2) en
comparacioén con el grupo Intacto (0.3 £ 0.15) (ANOVA de una via F(5,41) = 41.76,
p<0.001). Los resultados obtenidos indican que el péptido AB2s3s induce la
activacion de microglia e incremento en la expresion de Gal-1 y Gal-3, que puede
estar asociado con la modulacién del proceso de neuroinflamacion y el deterioro

cognitivo.
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Figura 31. El péptido ABzs.3s incrementa la expresion de Gal-3 en células de la microglia en
CAl y DG. En A) se muestran las fotomicrografias de astrocitos (Ibal, rojo), Gal-3 (verde) y su
colocalizacién (amarillo) al dia 32. En B) se muestra el nimero de células positivas a Gal-3 y el
namero de células colocalizadas Ibal-Gal-3 en la regién CAl del hipocampo. En C) se muestra el
namero de células positivas a Gal-3 y el nimero de células colocalizadas Ibal-Gal-3 en GD. Los
datos corresponden al promedio + EEM (ANOVA de una via, post-test Bonferroni, Gal-1 *p<0.01,
***n<0.001; Ibal-Gal-1 ***p<0.001; Gal-1 vs lbal-Gal-1 “p<0.01, *"p<0.001).
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8. Discusién

Una de las principales caracteristicas en la enfermedad de Alzheimer (EA)
es la pérdida de la capacidad de formar y recuperar nuevas memorias. La disfuncién
cognitiva puede ocurrir en ausencia de degeneracion neuronal, donde las sinapsis
son las primeras estructuras afectadas por la exposicion a la toxicidad de los
oligbmeros de amiloide-B (AB) (Walsh y Selkoe, 2004; Cleary y cols., 2005; Shankar
y cols., 2007; Reddy y Beal, 2008; Reddy y cols., 2010; Freir y cols., 2011;
Wisniewski y cols., 2011). Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos y la
progresion de la neurodegeneracion en los circuitos neuronales implicados en la
formacion de la memoria. Evidencias recientes han demostrado a la
neuroinflamacién como uno de los principales factores que contribuyen a la
neurodegeneracion en la EA (Amor y cols., 2010; Heneka y cols., 2015). A través
de varias vias de sefalizacién, la neuroinflamacion contribuye a la activaciéon de las
células de la microglia y los astrocitos, que inducen la produccion y liberacién
excesiva de citocinas y quimiocinas proinflamatorias que coadyuvan en la
neurodegeneracion (Glass y cols., 2010; Heneka y cols., 2014; Bronzuoli y cols.,
2016). En el presente trabajo, empleamos al péptido AB2s-35 como un modelo de
estudio de las etapas tempranas de la EA, para poder asociar el efecto del péptido
AB2s-35 a los cambios morfoldgicos a nivel neuronal, en el proceso de neurogénesis
y la neuroinflamacion.

En el presente estudio se mostré un dafio sobre la capacidad de evocacion
de la informacién adquirida en el LAM en los animales administrados con péptido
AB2s-35 respecto a los grupos control. Nosotros observamos que el péptido AB2s-35
interfiere con la capacidad de evocacion, asociado a una disminucién en la longitud
dendritica y la densidad de espinas dendriticas en la region de GD. El dafio
generado presenta una tendencia a incrementar respecto al tiempo, donde se
observa diferencias significativas al dia 17 y 32. El almacenamiento de la
informacion requiere de la plasticidad neuronal y la modificaciéon en el numero
espinas dendriticas (Ramirez-Amaya y cols., 1999, 2001; Bailey y cols., 2004;
Lamprecht y LeDoux, 2004; Frost y cols., 2010), asi como la integracion de nuevas
neuronas (neurogénesis) (Dupret y cols., 2008). La consolidaciéon de la memoria es
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sensible a las interrupciones y su mantenimiento requiere la sintesis de proteinas
para transformar la informacion recién adquirida en estructuras sinapticas estables.
Se ha definido que una memoria recién formada se somete a un proceso de
transformacion, haciéndose mas fuerte y mas resistente con el tiempo hasta que es
insensible a la interrupcién (Abel y cols., 2001). Por lo tanto, es probable que la
pérdida de funcion y dafio a las sinapsis existentes pueda ser la razon de la
alteraciéon en la capacidad de evocaciéon de la memoria. Se ha demostrado una
relacion entre el grado de lesion en el hipocampo y el bajo desempefio en las tareas
de aprendizaje y memoria (Broadbent y cols., 2004).

Se ha demostrado que la administracion del péptido AB2s-3s en regiones
cerebrales como la CA1 del hipocampo o corteza temporal, genera dafio sobre
regiones con las que mantiene conexiones anatémicas (Limon y cols., 2009; Limoén
y cols., 2011; Diaz y cols., 2012). Esto se debe a sus propiedades neurotoxicas y la
capacidad de migrar a otras regiones, donde induce dafio progresivo (Jucker y
Walker, 2013; Goedert, 2015). Por lo que el dafio inducido por el péptido AB2s-3s
compromete la estructura neuronal en el GD. EI GD es la primera sinapsis de la via
tri-sinaptica relacionada con el procesamiento de la informacion adquirida durante
el aprendizaje para la formacion de la memoria (Carasatorre y cols., 2016). La
circunvolucion del GD dorsal cumple tres procesos principales: 1) la codificacion de
las multiples entradas sensoriales; 2) la separacion del patron espacial; 3) la
facilitacion de la codificacién de la informacion espacial basada en las proyecciones
sobre la region CA3, que estan asociadas con las representaciones espaciales
métricas (Amaral y Witter, 1989; Kesner, 2007; Kesner, 2013b). Un estudio reciente
demostré que el rescate selectivo de la densidad de espinas dendriticas en células
del engrama en el GD puede conducir a una recuperacion de la memoria y puede
ser una estrategia efectiva para tratar la pérdida de memoria en las primeras etapas
de la EA (Roy y cols., 2016).

Las propiedades toxicas del péptido APzs-3s estan mediadas por varios
mecanismos que contribuyen al déficit cognitivo, al facilitar el dafio a nivel sinaptico
(Lazcano y cols., 2014). El déficit cognitivo es causado por una disfuncion sinaptica

gue comienza antes de la pérdida neuronal severa (Selkoe, 2008). El dafio a la
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plasticidad sinaptica y sus vias de proyeccién, de las sinapsis del hipocampo se ha
identificado como la manifestacion mas temprana de un evento neurodegenerativo
(Reddy y Beal, 2008). La neurodegeneracion y la disfuncion sinaptica inducida por
el péptido AB implica una sobreactivacion del NMDAR que da lugar a un incremento
de los niveles intracelulares de Ca?*;, e induccion de la excitotoxicidad (Collingridge
y cols., 2004; Nakazawa y cols., 2004; Alberini, 2005; Alberdi y cols., 2010; Ferreira
y cols., 2012). Ademas, se ha demostrado que el péptido AB2s-35 puede regular
negativamente los receptores glutamatérgicos AMPA (GIuR1) y NMDA a través de
diversos mecanismos, como endocitosis y la reduccion de la expresion de algunas
subunidades (Carrillo-Mora y cols., 2014).

Los mecanismo de dafio son la induccion de la activacion de la via del 6xido
nitrico (NO) (Keil y cols., 2004; Limén y cols., 2009), estrés oxidativo (Butterfield y
cols., 2001; Carrillo-Mora y cols., 2014), peroxidacion lipidica de membrana
(Butterfield y cols., 2002; Gunn y cols., 2016), disfuncion mitocondrial (Canevari y
cols., 1999), alteraciones en la permeabilidad de la membrana (Lin y cols., 2001),
excitotoxicidad (Esposito y cols., 2007; Parameshwaran y cols., 2008),
colinotoxicidad (Patricio-Martinez y cols., 2016) e inflamacién (Rosales-Corral y
cols., 2004; Diaz y cols., 2012), que contribuyen a una lesion en el hipocampo
dorsal. En nuestro experimento, las neuronas piramidales de la region CAl y las
células granulares de GD en la formacion del hipocampo demuestran vulnerabilidad
a la toxicidad del péptido AB2s-3s. El proceso neurodegenerativo inducido por el
péptido AB2s-35 se muestra en la region CA1l del hipocampo y del GD por una
disminucién del namero de células positivas a NeuN al dia 32. La reorganizacion de
las redes cerebrales también desempefia un papel importante al permitir que las
neuronas compensen la disfuncion de las neuronas dafiadas, y el objetivo final de
estos procesos es la sustitucion de las células disfuncionales por nuevas neuronas
funcionales (Alberini y cols., 2006).

El proceso de aprendizaje requiere de la sinaptogénesis e integracion de
nuevas neuronas para la formacién de la memoria (Dupret y cols., 2008; Lemaire y
cols.,, 2012). Estas nuevas neuronas se originan a partir de células madre

multipotentes (NSCs) que residen en la ZSG del GD. La integracion de nuevas
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neuronas en el GD patrticipa en las funciones del hipocampo (Leuner y cols., 2004;
Snyder y cols., 2005; Bruel-Jungerman y cols., 2006; Leuner y cols., 2006; Dupret y
cols., 2007; Dupret y cols., 2008; Deng y cols., 2009; Lemaire y cols., 2012;). La
neurogénesis es necesaria para la integracion de la nueva informacién, ya que
permiten separar, ordenar e integrar la informacioén adquirida, para la formacién de
la memoria de largo plazo (Snyder y cols., 2005; Dupret y cols., 2008; Deng y cols.,
2010; Aimone y cols., 2011). Los resultados del presente trabajo muestran una
disminucién del proceso de neurogénesis en la ZSG del GD (evidenciado por los
marcadores BrdU y DCX) al dia 32 posterior a la administracion del péptido AB2s-3s
en la region CA1l del hipocampo. El péptido AP2s3s induce un microambiente
neurotdxico que promueve una disminucion de los progenitores neuronales, y en
consecuencia compromete la integridad y funcion de la formacién del hipocampo.
La proliferacién celular en el GD fue cuantificada mediante la inmunohistoquimica
contra BrdU, el cual fue incorporado al dia 31 posterior a la administracion del
péptido AB2s-35. El BrdU es incorporado en los nucleos de las células en division
(Snyder y cols., 2005). Los resultados muestran una disminucion de las células
positivas a BrdU en el GD en el grupo AB2s-35 respecto al grupo Intacto.

La marca a BrdU nos permitié evaluar la capacidad de proliferacion celular
ante un dafo inducido por el péptido ABzs-35, Sin embargo, es necesaria la
evaluaciéon de un segundo marcador que nos permita evidenciar la diferenciacion
neuronal en la ZSG son neuronas. Por esta razén, evaluamos la expresion de la
proteina DCX (un marcador de diferenciacion neuronal) que permite evaluar
neuroblastos integrados en la regién del GD. Durante la neurogénesis adulta, la
expresion de DCX esta presente en los neuroblastos y se regula por disminucién
concomitante a la aparicion del marcador NeuN (Brown y cols., 2003; Couillard-
Despres y cols., 2005; Snyder y cols., 2009). Los hallazgos de este trabajo sugieren
gue la proliferacion y diferenciacién podrian conducir a la estabilidad del circuito
neuronal durante el aprendizaje. En este contexto, recientemente se ha propuesto
gue la produccion de nuevas neuronas en el GD garantiza que durante el
aprendizaje cada nuevo evento esté codificado de forma Unica y en consecuencia

permita la separaciéon de eventos o patrones similares (Leuner y cols., 2006;
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Leutgeb y cols., 2007). Por lo tanto, el GD procesa, separa, codifica y representa la
informacion espacial de mdltiples entradas sensoriales, que comparten un cierto
grado de similitud y, por lo tanto, reducen la interferencia espacial (Leutgeb y cols.,
2007; Aimone y cols., 2011; Kesner 2013a; Carasatorre y cols., 2016).

El efecto del péptido AB2s3s genera un microambiente neurotdxico que
disminuye el proeceso de neurogénesis. La disminucion en el proceso de
neurogenesis contribuye al déficit cognitivo evaluado en el LAM, lo cual podria
interpretarse como un deterioro de la capacidad de separacién, codificacién e
integracion de patrones espaciales. La evidencia experimental obtenida en este
estudio respalda la idea de un dafio en los sustratos de la memoria, al determinar
una disminucion en la densidad de espinas dendriticas y la neurogénesis. En
respuesta al aprendizaje espacial, el circuito hipocampal promueve cambios a nivel
neuronal y proporciona la base estructural para la memoria a largo plazo. La
informacion obtenida y almacenada en nuestra memoria esta representada en el
sistema nervioso central por la actividad coordinada de un grupo de neuronas que
desarrollan la capacidad de repetir patrones de actividad adquiridos a través de la
experiencia. La administracion del péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo
afecta la memoria a través de cambios en la plasticidad neuronal y altera la
proliferacion celular y el nimero de neuronas que se integran al circuito neuronal.

El uso del péptido AB2s-35s en modelos animales ha permitido comprender la
relacion entre la inflamacion y el dafio en el aprendizaje y la memoria (Limén y cols.,
2009; Limoén y cols., 2011; Zussy y cols., 2011; Diaz y cols., 2012). El proceso de
neuroinflamacién se ha propuesto como factor negativo sobre la neurogénesis (Ben-
Hur y cols., 2003; Cacci y cols., 2005; Liu y cols., 2005; Whitney y cols., 2009). En
el presente trabajo se demostrd que el péptido AB2s-35 causa la activacion cronica
de la microglia y de los astrocitos reactivos, lo que contribuye al dafio neuronal en
el hipocampo dorsal, mientras que el desequilibrio del proceso inflamatorio podria

promover la muerte de las neuronas a largo plazo.

Las células de astrocitos y microglia responden al dafio generado por el
péptido AB2s-35. Las proteinas mal plegadas y agregadas favorecen la activacion de

los de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en la microglia y la
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astroglia, que desencadenan una respuesta inmune innata (Akira y Takeda, 2004).
La respuesta inmune innata es coordinada inicialmente por los receptores de
patrones de moléculas asociadas a patégenos (PAMPs) o de dafio (DAMPS).
Posteriormente se genera una respuesta inmune adaptativa especifica, coordinada
por sintesis de novo de los receptores a antigenos (Sofroniew, 2014, 2015). En la
etapa inicial la microglia es capaz de unirse a los oligémeros y fibrillas de AB a través
de receptores de la superficie celular, incluyendo los receptores SCARAL, CD36,
CD14, a6B1, CD47 y Toll (TLR2, TLR4, TLR6, Y TLR9). La unién de AR con CD36,
TLR4 y TLR6 da lugar a la activacion de la microglia, que comienza a producir
citocinas proinflamatorias y quimiocinas (Amor y cols., 2010; Heneka y cols., 2014,
2015).

Los receptores TLR favorecen la activacion del factor de transcripcion NF-kB,
y en consecuencia una variedad de genes implicados en la respuesta inmunoldgica,
gue promueven la sintesis de TNF-a e IL-1B (Block y cols., 2007; Heneka y cols.,
2014). La activacion de la microglia es un proceso complejo que resulta en varios
fenotipos. El fenotipo clasico proinflamatorio (M1) esta asociado a la expresion de
citocinas proinflamatorias, incluyendo TNFa, IL-1, IL-6, IL-12 e IL-18, que esta
acompafnada de un incremento en la capacidad fagocitica. El fenotipo de activacion
no inflamatoria (M2) se caracteriza por la secrecion de citocinas antiinflamatorias,
IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B, que aumenta la capacidad fagocitica (Cherry y cols.,
2014). La microglia una vez activada es capaz de iniciar una cascada
proinflamatoria que resulta en la liberacion de moléculas como citocinas, proteinas

del complemento, proteasas y otras proteinas de fase aguda.

Los astrocitos representan las células gliales mas abundantes en condiciones
fisiologicas, y cumplen importantes funciones dentro del SNC (Kirkley y cols., 2017).
Proveen soporte fisico y metabdlico a las neuronas, participan en la formacion y
mantenimiento de la barrera hematoencefalica, producen factores neurotréficos, y
participan en procesos de reparacion dentro del SNC. La respuesta de los astrocitos
es compleja y especifica, que apunta a la neuroproteccidn y recuperacion del tejido

neuronal lesionado. Los astrocitos requieren la induccion de moléculas MHC clase
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| y Il por IFN-y para la presentacion de antigenos a células CD8* o CD4*,
respectivamente. Los astrocitos activos presentan caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas particulares de este proceso: hipertrofia celular, regulacion positiva de
los filamentos intermedios, y el aumento de la proliferacién celular (Farina y cols.,
2007).

La respuesta inflamatoria se caracteriza por la activacion coordinada de
varias vias de sefalizacion que regulan la expresiébn de mediadores pro y
antiinflamatorios (Vallabhapurapu y Karin, 2009). Las citocinas son reguladoras de
la intensidad y duracion del proceso inflamatorio, promoviendo la activacion de
diversas vias de sefializacion en respuesta al estrés celular (Rubio-Pérez y Morillas-
Ruiz, 2012; Fuster-Matanzo y cols., 2013; Di Benedetto y cols., 2017). Por lo tanto,
en esta investigacion se utilizo la técnica de ELISA tipo sandwich para estudiar el
papel de ABzs-35 sobre la concentracion de las citocinas IL-13, TNF-a e IFN-y, que
juegan un papel importante en la modulacion de la neuroinflamacién. Los resultados
indican un incremento significativo en la concentracién de estas citocinas en el
hipocampo dorsal de los animales tratados con el péptido AB2s-35 en comparacion

con el grupo control.

El incremento de las citocinas IL-13, TNF-a e IFN-y estan implicados en la
regulaciéon de la expresién de citocinas, factores solubles y elementos celulares que
forman una compleja red de interacciones moleculares y celulares (Block y cols.,
2007; Sofroniew y Vinters, 2010). Los eventos neurodegenerativos inducidos por el
péptido AB2s.35 se pueden explicar por la sobreactivacion de astrocitos y microglia,
y la secrecion de diversas citocinas y quimiocinas (Zussy y cols., 2011; Diaz y cols.,
2012). Sin embargo, el proceso de neuroinflamacion y los eventos de
neurodegeneracion inducidos por el péptido AB2s3s aln no se comprenden
completamente.

Se ha propuesto que la glicosilacion de las proteinas de la superficie celular
puede ser critica en las interacciones proteina-glicano involucradas en la
sefalizacion celular que tiene lugar para la regulacion de las respuestas innata y

adaptativa (van Kooyk y Rabinovich, 2008; Rabinovich y cols., 2012). Existen
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diferentes moléculas que modulan la respuesta de neuroinflamacion, dentro de
estas se encuentran las lectinas. La interaccion lectina-glicano contribuye a la
iniciacién, ejecucion y resolucién de la neuroinflamacién, desempefiando un papel
esencial en el mantenimiento de la homeostasis tisular y la respuesta a la lesiéon
(Rudd y cols., 2001; Johnson y cols., 2013).

Las estructuras glicosidicas sirven, entre otras cosas, como reguladores
dindmicos, que compiten con las modificaciones post-traduccionales de proteinas
como la fosforilacion, mientras que la variacién estructural en los glicanos contribuye
a la especializacion y la diversidad biol6gica (Raman y cols., 2005; Alavi y Axford,
2008). Estas modificaciones co- y postraduccionales de O y N-glicanos en procesos
inflamatorios son importantes para la reparacion y regeneracion del tejido neuronal
(Johnson y cols., 2013). Es importante destacar que los cambios en los patrones de
glicosilacion se han asociado con diferentes enfermedades neurodegenerativas
(Dube y Bertozzi, 2005; Alavi y Axford, 2008; Schedin-Weiss y cols., 2014; Kizuka y
cols., 2017). La tarea de decodificar la informacion presente en los glicanos se
asigna, en parte, a una gran variedad de proteinas o lectinas de unién a glicanos de
mamiferos, que incluyen selectinas, pentraxinas, siglec y galectinas (Vasta y cols.,
2012).

Las galectinas son una familia de proteinas de secuencia altamente
conservada, con la capacidad de unién a glicanos. Se caracterizan por su capacidad
de reconocer glicanos que contienen secuencias de N-acetil-lactosamina
(Galp1,4GIcNAc), en los N- y O-glicanos de glicoconjugados presentes en la
superficie celular (Hirabayashi y cols., 2002; Liu y cols., 2002; Yang y cols., 2008).
Se ha propuesto a las galectinas como moduladores del proceso de
neuroinflamacion (Yang y cols., 2012), se consideran moduladores en la activacion
de astrocitos y microglia mediante el entrecruzamiento de glicoconjugados
especificos (Starossom y cols., 2012). Los diferentes miembros de la familia de
galectinas se comportan como agentes pro o antiinflamatorios, actuando a
diferentes niveles de la respuesta inflamatoria aguda y cronica (Liu y Rabinovich,
2010; Liu y cols., 2012).
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En este estudio se identificé al péptido AB2s3s como inductor de
neuroinflamacién, a través de la activacion de astrocitos y microglia al dia 32,
asociado a un incremento de Gal-3. Gal-1 y Gal-3 desempefian un papel importante
en la modulacion de la inflamacién, al participar en el reconocimiento de
glicoconjugados de la superficie celular, que como muchos otros sistemas ligando-
receptor, pueden desencadenar una cascada de eventos de sefalizacion
transmembranal (Yang y cols., 2008). A través de este mecanismo, las galectinas
son capaces de modular una amplia variedad de procesos inmunoldgicos, incluida
la apoptosis, la activacién celular, la adhesion celular y la secrecion de citocinas en
astrocitos y microglia (Sirko y cols., 2015). En eventos neurodegenerativos la
participacion de las galectinas en la modulacion de la respuesta inmunoldgica sigue
siendo desconocida.

En el presente trabajo se demostr6 un incremento en la expresion y
colocalizacion de Gal-3 en las células de la glia en el grupo AB2s-35, Sin embargo, no
hubo cambios significativos en la expresion de Gal-1 entre los grupos SSI 'y AB2s-3s.
La diferencia en la expresion de Gal-1 y Gal-3 esté relacionada con la modulacion
de la respuesta inmune (Rabinovich y Toscano, 2009; Liu y Rabinovich, 2010;
Toscano y cols., 2011). En el SNC, Gal-1 ejerce un efecto positivo en la inhibicion
de la microglia (Starossom y cols., 2012). Su expresion también esta implicada en
la regulacion de la neurogénesis en la ZSG del GD y en la ZSV de los ventriculos.
En su forma reducida ejerce un efecto positivo sobre la diferenciacion e interaccion
célula-célula (Imaizumi y cols., 2011; Sakaguchi y cols., 2006). La expresion de
Gal-3 se ha asociado a la modulacion dual de la respuesta inflamatoria (Dhirapong
y cols., 2009; Houng y cols., 2011). Un reciente estudio sugiere a Gal-3 como un
desencadenante en la activacion de la microglia y astrocitos en el incremento de la
respuesta inflamatoria ante un evento cronico que puede modular la respuesta
inmune adaptativa (Jeon y cols., 2010). Gal-3 es expresada por microglia y cumple
una funcion en la amplificacion de la respuesta inmune, actuando como un ligando

al receptor TLR4 (Burguillos y cols., 2015).

El equilibrio entre las propiedades antiinflamatorias y proinflamatorias de las

galectinas podria modular la neuroinflamacion inducida por el péptido AB2s-35y su
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estrecha relacién con la neurodegeneracion. Comprender las interacciones dentro
del sistema nervioso entre Gal-1, Gal-3 y el sistema inmune, podria ser la clave para
prevenir o retrasar la neurodegeneracion. En el presente trabajo se mostré un
incremento en la expresion de Gal-1 en astrocitos y microglia. La expresion de Gal-
1 en la formacion del hipocampo mostré un tropismo principalmente por las células
de la microglia, sin embargo, no presenta cambios significativos entre los grupos
experimentales. Por lo tanto, se propone que ante un dafio inducido por el péptido
AB2s3s, la expresion de Gal-1 podria estar asociada con una respuesta
antiinflamatoria; sin embargo, el efecto del péptido AB2s3s mantiene la

sobreactivacion de las células gliales.

La Gal-1 actia como un regulador negativo de la respuesta inflamatoria
(Starossom y cols., 2012), los astrocitos reaccionan ante una lesion cerebral y
responden mediante la liberacibn de factores propios del proceso de
neuroinflamacion (Sofroniew y cols., 2010). Se ha demostrado que Gal-1 cumple
diferentes funciones in vivo, tales como la promocion de apoptosis en células Thl
(Linfocitos T cooperadores), la induccion de la expresion de IL-10 y la regulacién
negativa de citocinas proinflamatorias, que dan como resultado la limitacién de la
respuesta inmune (Toscano y cols., 2006, 2011). En la primera fase de la respuesta
inmune, la expresion de Gal-1 induce la diferenciacion de astrocitos y modula su
proliferacion. Gal-1 en astrocitos diferenciados induce la expresion del factor
neurotrofico derivado de cerebro (BDNF) (Sasaki y cols., 2004). Los astrocitos que
experimentan una respuesta reactiva son neuroprotectores bajo ciertas
condiciones, mientras que la astrogliosis excesiva es perjudicial y contribuye al dafio
neuronal (Farina y cols., 2007; Sofroniew y cols., 2010). Las interacciones Gal-1-
glicano contribuyen a la neuroproteccion mediante la desactivacion de la microglia,
y su diferenciacion a un fenotipo M2 mediante la modulacién de la proteina quinasa
activada por mitégeno p38 (p38MAPK), la unién al elemento de respuesta a AMPc
(CREB) y la via de sefializacion de NF-kB (Starossom y cols., 2012).

Las vias de sefalizacion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1j3, o
los receptores Toll-like (TLR), desencadenan la activacion del factor nuclear

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Li y
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cols., 2004). La via NF-kB juega un papel central en la inflamacién y activacion de
la respuesta inmune adaptativa a traves de la expresion de genes diana de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesion celular (Pasparakis, 2009).
La via del NF-kB regula la expresion de Gal-1, una proteina de union a glicano
endogena con actividad antiinflamatoria (Toscano y cols., 2006; Barrionuevo y cols.,
2007; Norling y cols., 2008; Lawrence, 2009; Toscano y cols., 2011).

Durante la neuroinflamacién, IFN-y induce un fenotipo M1 en células
microgliales, que se caracteriza por altos niveles del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (MHC 1), CD86 y expresiéon de la iNOS de una manera
dependiente de STATL, asi como la produccion de citocinas proinflamatorias y
guimiocinas, tales como TNF-a y CCL2 (Butovsky y cols., 2006; Kawanokuchi y
cols., 2008). La ruta del IFN-y activa predominantemente a Janus-cinasas
transductores de la sefial y activadores de la transcripcién (JAK/STAT). De los siete
miembros de la familia STAT, STAT1 es el principal efector rio abajo de IFN-y. La
fosforilacion de STAT1 por JAK, favorece la homodimerizacion de STAT1 y la
translocacion al ndcleo, donde inicia la transcripcion de genes estimulados por IFN-
y. Recientemente se demostré que Gal-3 aumenta su expresion y secrecion en
astrocitos y microglia en respuesta a IFN-y (Jeon y cols., 2010), lo que sugiere que
Gal-3 ejerce un efecto de modulacién en la respuesta inflamatoria a nivel cerebral
(Yang y cols., 2012).

Se observo un incremento en la expresion de Gal-3 en astrocitos (GFAP) y
microglia (Ibal) en la formacion del hipocampo después del dafio inducido por el
péptido AB2s-35 al dia 32. La expresion de Gal-3 es regulada positivamente por la
microglia activada que contribuye a la fagocitosis y a los astrocitos les confiere
fuertes propiedades quimiotacticas en procesos inflamatorios (Walther y cols., 2000;
Yan y cols., 2009). Gal-3 se puede encontrar en citoplasma, nucleo y membranas
(Shimura 'y cols., 2004) y su expresion aumenta en las células gliales implicadas en
la respuesta inflamatoria (Satoh y cols., 2011a, b; Lalancette-Herbert y cols., 2012;
Wesley y cols., 2013). Las diferentes localizaciones subcelulares de Gal-3 y la
dinamica de las modificaciones glicosidicas pueden modificar la respuesta de Gal-

3 como el pro- versus anti-apoptético (Nakahara y cols., 2005) y el pro- versus
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antiinflamatorio (Liu y cols., 2002; MacKinnon y cols., 2008; Jeon y cols., 2010). Un
estudio reciente demostro que Gal-3 desencadena la activacion de la microglia'y de
los astrocitos mediante la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT (Jeon y
cols., 2010). Ademas, se ha sugerido que Gal-3 muestra propiedades similares a
las citocinas, que regulan las respuestas inmunes e inflamatorias en el cerebro (Li
y cols., 2008; Dhirapong y cols., 2009; Henderson y Sethi, 2009).

Se ha demostrado que el tratamiento con Gal-3 en cultivos primarios de
microglia y astrocitos aumentd notablemente la expresion de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y), pero no alteré la expresion de
mediadores antiinflamatorios (por ejemplo, el factor de crecimiento transformante-3
e IL-10) (Jiang y cols., 2009; Radosavljevic y cols., 2012; Shin, 2013). Por otra parte,
Gal-3 esta involucrada en la respuesta proinflamatoria desencadenada por algunos
receptores microgliales (Boza-Serrano y cols., 2014). Recientemente se ha
demostrado la interaccion Gal-3-TLR-4 que contribuye a la actividad de microglia en
la respuesta de neuroinflamacion (Burguillos y cols., 2015). El incremento en la
expresion de Gal-3 en el modelo del péptido AB2s-35s N0S permite proponer que
pudiera contribuir a largo plazo en la neurodegeneracion asociada a la
neuroinflamacion.

Nuestro grupo de trabajo demostré que el péptido AB2s3s induce cambios
glucosidicos, principalmente sobre los patrones de sialilacién, que se asocia con un
proceso de respuesta a la neurodegeneracion. Se observo un incremento de acido
sialico en unidon a-2,6 sobre la forma de acido sialico en union a-2,3 ante el efecto
neurotoxico del péptido AB2s-35 (Limén y cols., 2011). La afinidad que presenta cada
miembro de la familia de las galectina por sus ligandos esta limitada o varia
dependiendo de la sustitucion que tiene el B-galactésido central, que resulta en
diferencias sutiles, pero significativas para el CRD de la galectina (Sato y cols.,
2009; Vasta y cols., 2012). La modificacion de los residuos de la galactosa (Gal)
unido al B-galactésido por a-N-acetilgalactosamina (GalNAc) disminuye
significativamente la afinidad de Gal-1 por este residuo, e incrementa la afinidad de
Gal-3. Alternativamente, la modificacién por acidos sialicos en uniones a2-6, pero

no el acido sialico en union a2-3, reduce la afinidad de Gal-1, sin embargo, no
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modifica el reconocimiento de Gal-3 (Hirabayashi y cols., 2002; Stowell y cols.,
2008; Sato y cols., 2009).

En conclusion, se propone a la neuroinflamacién como uno de los principales
mecanismos de dano del péptido ABzs-35, que induce dafio a nivel de los diferentes
sustratos necesarios para la formacibn y evocacion de la memoria. La
neuroinflamacién requiere de una sefalizacion exacta, la cual es mediada por
citocinas como IL-1B8, TNF-a e IFN-y que inducen y regulan la respuesta inmune
adaptativa. Las galectinas participan en la activacion y modulacién a nivel de las
células de los astrocitos y la microglia. El incremento de Gal-3 y la disminucion de
Gal-1 estan asociados a la diferenciacion de la microglia de fenotipo M1 y una
actividad mayor de los astrocitos. Nuestro trabajo nos permite proponer a la
neuroinflamacion como uno de los principales mecanismos implicados en el dafio
sobre los circuitos neuronales del hipocampo en el modelo de AB2s-35, sin embargo,

aun restan preguntas por responder.
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9. Esquema hipotético
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Figura 32. La administracion del péptido AB2s.35s induce un proceso de neuroinflamacién que
genera un dafio neuronal. En A) se muestra que la administracion del péptido AB2s.35 induce un
proceso de neuroinflamacion, la que genera un incremento de citocinas proinflamatorias. Se inducen
la expresion de Gal-3 y Gal-1 que cumplen una funcién en la modulacion de la respuesta de astrocitos
y microglia. En B) se muestra que las citocinas IL-13, TNF-a e IFN-y modulan la respuesta de
neuroinflamacion y la expresién de factores proinflamatorios, Gal-1 y Gal-3.
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10. Conclusién

Los hallazgos abren un nuevo panorama relacionado con el déficit cognitivo
inducido por la administracion del péptido AB2s-35 en la region CA1 del hipocampo.
Nuestros resultados muestran que el efecto neurotoxico de AB2s-3s induce una
disminucién en la longitud dendritica y nimero de espinas dendriticas y el proceso
de neurogénesis en la region de GD, que esta asociado con la pérdida en la
capacidad de recuperacion de la informacion aprendida en el LAM. Esto a través de
un incremento en la neuroinflamacion asociada a la actividad de los astrocitos y la
microglia para inducir la secrecion de citocinas proinflamatorias y la expresion de
Galectina-1 y Galectina-3. La expresion de galectinas se encuentra colocalizada en
las células de los astrocitos y la microglia, o que sugiere su participacion en la

modulacién de la respuesta de neuroinflamacion.

11. Perspectivas

1. Estudiar el efecto de la expresion de Galectina-1 en el modelo del péptido

AB2s-35 sobre el proceso de neurogénesis en el giro dentado.

2. Estudiar el efecto de la expresion de Galectina-1 en el modelo del péptido
AB2s3s sobre la activacion de la microglia, los astrocitos y citocinas
proinflamatorias en la formacion del hipocampo.

3. Estudiar el efecto de la inhibicion de TNF-a en el modelo del péptido AB2s-35

sobre la expresion de Galectina-1, Galectina-3 y los cambios en las
estructuras glicosidicas en el hipocampo y giro dentado.
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