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RESUMEN

El declive cognitivo asociado a la edad es uno de los grandes cambios de salud que sera
de mayor estudio en las préximas décadas. Hasta la fecha los mecanismos moleculares del
envejecimiento, respecto a la fisiologia neuronal en el sistema nervioso central (SNC) no
son claros. Hay estudios sefialando que el declive de la memoria de trabajo se presenta en
los adultos mayores de la misma manera a los desordenes de memoria presentados en la
enfermedad de Alzheimer (EA); ademas estos cambios se relacionan con cambios
estructurales en los circuitos neuronales que involucran areas del sistema limbico como la
corteza prefrontal (CPF) y el hipocampo, lo cual constituye la base de la degeneracion

progresiva en las diferentes regiones cerebrales.

Es necesaria la investigacion de los farmacos que se aplican como tratamiento para EA, el

mejor de los casos seria revertir la sintomatologia cognitiva.

Para este trabajo, elegimos al clorhidrato de donepecilo (DON), y a la cerebrolisina (CBL),
el primero actia como inhibidor reversible de la enzima acetilcolinesterasa (AChE),
manteniendo la concentracién del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en el espacio
sinaptico y evitando su degradacion, mejorando los sintomas cognitivos de la enfermedad.
La CBL por su parte, actia de forma analoga a la de los factores neurotréficos endégenos

del cerebro promoviendo la neuroproteccion y la neurorregeneracion.

Con el fin de probar si el tratamiento combinado de DON+CBL ejerce accién farmacolégica
aditiva, evaluamos en raton NIH de siete meses los efectos de la administracion
intraperitoneal i.p. durante nueve semanas de CBL, DON, y su combinacion DON+CBL
sobre: La actividad motora y la morfologia de neuronas piramidales de las regiones CA1l
ventral y dorsal del hipocampo, células granulosas del giro dentado (GD), las piramidales
de la corteza prefrontal capas Il y V, las piramidales de la amigdala basolateral (ABL), asi
como las neuronas espinosas medianas del centro y corteza del ndcleo accumbens (NAcc).
Se formaron cuatro grupos experimentales tratados durante nueve semanas con inyeccion
i.p. diaria de solucion vehiculo (VEH): Tween 80+agua en proporcion 1:4 (1 mL/100 g de
peso del animal), grupo DON (0.1 mg/100 g), grupo CBL (0.1 g/100 g), y DON+CBL (DON
0.1 mg/ CBL 0.1 g).
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Después del tratamiento, se realizé la prueba conductual de “actividad motora en ambiente
nuevo y campo cerrado”, posteriormente se sacrificaron los animales y se extrajeron los
cerebros a continuacién se trataron con la tincién de “Golgi-Cox” e inmediatamente se
prosigui6 a realizar los cortes histolégicos y revelado de los mismos, finalmente se fijaron
los cortes a portaobjetos con resina sintética, y se prosiguid a la representacion
bidimensional de las neuronas y sus espinas, por medio de un microscopio optico adaptado
a una cadmara lucida. Por ultimo analizamos cada neurona obtenida asi como sus espinas
distales aplicando la técnica del “Analisis de Sholl” (AS) y evaluando asi los parametros de

arborizacion, longitud por orden dendritico, y longitud total dendritica.

Los resultados fueron los siguientes: la actividad motora aumentd en los tres grupos
experimentales frente al control (incluyendo al grupo de terapia combinada), sin embargo,
no encontramos el efecto aditivo en el tratamiento combinado. Para la corteza media
prefrontal (CmPF) capa lll, tanto la monoterapia de DON, como la de CBL, aumentaron la
arborizacion dendritica respecto al control, ademas de que, en el grupo combinado
(DON+CBL) obtuvimos efecto farmacologico aditivo, visto por el aumento de la arborizaciéon
frente al control y los grupos con monoterapia; respecto a la densidad de espinas distales,
tanto las monoterapias como la combinacion de ambas drogas, aumentaron la densidad de
espinas frente al control, pero sin haber diferencias entre ellas. En la capa V de la corteza
media prefrontal, la arborizacion aumentd en los tres grupos experimentales frente al
control, pero sin haber diferencias entre ellos, a excepcién de que, en el segundo y tercer
orden, aumento la longitud dendritica sélo con la terapia combinada. En hipocampo dorsal
CA1, la monoterapia con DON no modificé la arborizacion, pero tanto la de CBL como la
terapia combinada de ambas drogas, disminuy6 la arborizacién. Con respecto a la
densidad de espinas dendriticas, ésta sélo aumenté con DON. Respecto a la region CAl
del hipocampo ventral, giro dentado, amigadala basolateral, y el nicleo accumbens; tanto
la monoterapia de DON como la de CBL aumentaron la arborizacion, de la misma forma, la
terapia combinada de ambas drogas aumenté la arborizacién, pero sin generar efecto
sumatorio, el efecto sobre la densidad de espinas fue el mismo. Por lo tanto, concluimos

gue el tratamiento con ambas drogas genero6 efecto aditivo sélo en la corteza prefrontal.
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ABSTRACT

Cognitive decline associated with ageing and age-related disorders emerges as one of the
greatest health challenges in the next decades. To date, the molecular mechanisms
underlying the onset of neuronal physiological changes in the central nervous system (CNS)
remain unclear. Studies have indicated the decline in working memory performance in older
adults. Similarly, age-related disorders such as Alzheimer’s disease (AD), are associated
with changes in the prefontral cortex and related neural circuitry, wich underlines the decline

of integrative function between different brain regions.

The basal forebrain cholinergic complex comprising medial septum, horizontal and vertical
diagonal band of Broca, and nucleus basalis of Meynert provides the mayor cholinergic
projections to the cerebral cortex and hippocampus. The cholinergic neurons of this
complex have been assumed to undergo moderate degenerative changes during aging,
resulting in cholinergic hypofunction that has related to the progressing memory deficits with

aging.

Then, we evaluated the effect of combination of cholinergic (donepezil) and neurotrophic
(cerebrolysin) on the locomotor activity induced by a novel environment as well the effect on
the morphology of neuronal cells from the brain of mayor adult male mouse. The DON is a
potent and selective acetylcholinesterase inhibitor used in the treatment of Alzheimer’s
disease. CBL is a mixture of neuropeptides with effects similar to the endogenous
neurotrophic factors and is considered one of the best drugs used in the treatment of

dementias such as Alzheimer’s disease.

NIH male mouse of 7 months old were obtained, the animals were grouped and each
mouse was assigned to either a vehicle (water and “Tween 80” solution 1:4 (1 ml/100 g of
body weight), group donepezil DON (0.1 mg/100 g), group cerebrolysin CBL (0.1 g/100 g),
and the combined group DON+CBL (0.1 mg/ 0.1 g/100 g), and was administered daily for 9
weeks i.p. After treatment the locomotor activity induced by a novel environment was
assessed in vehicle, DON, CBL, and DON+CBL, immediately after the animals were
sacrificed and the brains were removed and stained using a modified "Golgi-Cox" method.
Finally slices of the brains were obtained and fixed with synthetic resin. Pyramidal cells from
layers Il and V of the PFC, from BLA, area CAl of the dorsal and ventral hippocampus,
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granule cells from the dentate gyrus, and medium spiny neurons of the Shell and core of
NAcc were selected for study. We analyzed each neuron and her density distal spines with
"Sholl's analysis" (SA) method.

We found that the motor activity was increased in the experimental groups compared to
control group, nevertheless we did not find the additive effect in the combined therapy. In
the prefrontal cortex layer Ill the DON monotherapy as well as the CBL monotherapy
increased the dendritic branching compared to the control group, besides in the combined
group (D+CBL) we find pharmacological additive effect demonstrated by the branching
increment compared to the control and monotherapy groups. In the distal spines density
both monotherapies as well as the combinated therapy increased the spines density

compared to the control group, but without showed differences among them.

In the layer V of the prefrontal cortex the branching increased in the experimental groups
compared to the control group but without showed differences among them, with the
exemption in the second and third order dendritic length only with the combined therapy. In
dorsal hippocampus CA1 the DON monotherapy did not modify the branching, however the
branching decreased in the CBL and therapy combined groups. The dendritic spine density
only increased with the DON monotherapy. In the ventral hippocampus CA1, dentate gyrus,
basolateral amygdala, and the shell and core of accumbens nucleus the DON and CBL
monotherapies increased the dendritic branching of the same way as the combined therapy
also increased the branching but without generating additive effects, a similar effect of the
treatments on the spines density in these regions were observed. Cerebrolysin was as
effective as donepezil, and the combinacion of neurotrophic (CBL) and cholinergic (DON)
treatment was effective only in the prefrontal cortex.




[.INTRODUCCION

l. 1. FUNCIONES CEREBRALES Y SISTEMA LiMBICO

La funcion del cerebro en especies complejas (como la humana) se organiza en multiples
redes o circuitos neuronales, que se van a encargar de la emergencia de funciones
cognitivas, como la percepcion, atencion, inteligencia, pensamiento, procesamiento del
lenguaje, aprendizaje y memoria. Todas estas funciones, no se restringen a una zona en
particular, las redes neuronales se comunican tanto intra-hemisféricamente, como de
forma inter-hemisférica (Acosta y cols., 2011), algunas que participan en la gama de

funciones cognitivas son:

1. Red parieto-frontal dorsal para la orientacion espacial.

2. Red limbica para la memoria y la emocion.

3. Red perisilviana para el lenguaje.

4. Red occipito-temporal ventral para el reconocimiento de caras y objetos.

5. Red prefrontal para las funciones ejecutivas y del comportamiento.
Existen dos niveles de complejidad que permiten la interaccion con el medio ambiente.
Uno es el nivel que se considera basal y que hace referencia al procesamiento de la
informacion sensitivo-sensorial, da lugar a respuestas motoras a manera de procesos
dependientes del ambiente. El otro es el nivel cognitivo-conductual, el cual permite que la
relacién con el medio ambiente sea mas compleja, originando planificaciones altamente
elaboradas de forma estratégica y a través de actos voluntarios; si éste nivel se
desestructura, causara al individuo problemas de socializacién dando lugar a esquemas
conductuales mas primitivos, originados por el primero de los dos niveles antes descrito
(Acosta y cols., 2011).

La red limbica integra diversas estructuras anatomicas que rodean como un anillo al
tronco y cuerpo calloso cerebral en la superficie media del cerebro, en 1878 Pierre Paul
Broca lo nombro6 al inicio “lébulo limbico”, posteriormente C. Judson Herrick observé que
el sentido del olfato tiene una importante funcién conductual en animales primitivos, por lo
tanto, la corteza olfatoria se incorpor6 al circuito limbico dando origen al “rinencéfalo”
hecho propuesto por J. Papez quien ademas propuso que el papel fundamental de estas

estructuras es el procesamiento de la informacién emocional (Soriano y Guillazo, 2007).
1



Ya en 1952 Paul MacLean acufié el término “sistema limbico”, el cual no sélo modula las
emociones sino que también se le atribuye la consolidacion de la memoria de corto a
largo plazo, se encuentra integrado anatémicamente (fig.1) por las siguientes estructuras:
corteza cingular, el giro subcalloso, el giro parahipocampal, la formacion hipocampal, la
corteza olfativa, y las estructuras subcorticales como el hipotalamo, el septum, el
epitdlamo, la habénula, el ndcleo anterior y dorsomedial del tAlamo, parte de los ganglios
basales, asi como la amigdala, (Soriano y Guillazo, 2007). Por lo tanto, las funciones del
sistema limbico son: la modulacion de las emociones, y consolidacion de la memoria de
corto a largo plazo recibiendo informacion de diversas estructuras corticales como las
gustativas (por medio del nucleo solitario) y areas olfativas (por medio del bulbo olfatorio),
también recibe informacion de areas talamicas y del tallo cerebral como la que llega del
locus coeruleus (Hikosaka y cols., 2008; Rajmohan y Mohandas, 2007).

Respecto a las interconexiones de neurotransmision intrinseca que fluyen a través de las
redes limbicas, la corteza media prefrontal (CmPF) con proyecciones glutamatérgicas, la
amigdala con proyecciones dopaminérgicas, y el hipocampo con proyecciones
glutamatérgicas llegan en conjunto al nacleo accumbens éste ultimo, se divide en dos
regiones funcionales la coraza de caracter limbico y el centro de caracter motor, la coraza
tiene aferencias de la CPF, amigdala e hipocampo, y del centro del accumbens parten
eferencias de tipo gabaérgicas al palido ventral del talamo (PV) el palido ventral, por su
parte envia proyecciones gabaérgicas al tdlamo medio dorsal, y éste Ultimo envia
proyecciones glutamatérgicas a la CmPF (Del Arco y Mora., 2009; Heinz y cols., 2008;
Rajmohan y Mohandas., 2007), (fig. 2).
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[.1.1. CORTEZA MEDIA PREFRONTAL Y FUNCIONES COGNITIVAS

La corteza prefrontal es de tipo asociativa se encarga de las funciones cognitivas
superiores complejas, como el procesamiento de la memoria, del razonamiento o
formacion de la consciencia, y ultimamente se le atribuye cierta funcion inhibitoria emotiva
permitiendo la generacion de cambios conductuales, segun como evalle los estimulos
recibidos por lo tanto tiene importancia fundamental en la toma de decisiones (Martinez-
Selva y cols., 2006).

La corteza prefrontal recibe informacién de la mayoria de las estructuras cerebrales,
consiste en una agregacion de cuerpos neuronales, caracterizada por su diversidad
estructural, neuroquimica y funcional altamente compleja (fig. 3), las neuronas de la corteza
prefrontal reciben estimulos desde muchas estructuras subcorticales sensoriales tras pasar
por el talamo (Carretié y cols., 2010), y también desde otras regiones de la propia corteza
por medio de fibras de asociacion hacia las estructuras subcorticales, fibras callosas hacia
la corteza del hemisferio opuesto, fibras de asociacion hacia la corteza del mismo
hemisferio, y fibras tdlamo corticales que aportan todos los estimulos nerviosos de la
corteza que se originan en estructuras no corticales; a su vez estas neuronas proyectan
hacia un amplio abanico de estructuras nerviosas entre ellas areas de la corteza cerebral,
el tAlamo, los nucleos basales, el cerebelo (a través de los nacleos del puente), muchos de
los nacleos del tronco del encéfalo y la médula espinal, por lo tanto, la corteza cerebral
procesa la informacion sensitiva que llega ademas de organizar la actividad motora (Alegri
y Harris, 2001; Carretié y cols., 2010; Castro-Alamancos, 200; Fuster, 2001; Haines y cols.,
2003; Heinz y cols., 2008; Puig y cols., 2004; Vertes, 2006).

En humanos la corteza prefrontal se encuentra en las areas 24, 25, 32, y 10 de
Brodmann, y se tienen reportes de que ciertas areas anatomicas y funcionales de la rata
son homologas a las de la corteza prefrontal del humano, entonces se sugiere que en los
roedores las regiones como la cingulada anterior (ACgl), la prelimbica (PL), y la
infralimbica (IL) son equivalentes a las regiones 24 y 25 en humanos, tanto la PL como la
IL controlan la actividad autbnoma visceromotora, aunque la IL con mayor intensidad,
también participan en funciones de atencion, seleccion de respuestas, y memoria
operativa, la PL participa mas en funciones limbico-motoras, (Floyd y cols., 2001;

Groenewegen y Uylings, 2000; Saper, 2000; Vertes, 2006).
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Fig. 3. Tipos celulares representativos de la corteza cerebral, y capas en las que se encuentran sus somas
celulares y dendritas. Las dendritas de las células piramidales (P) de las capas I, lll, y V se extienden hacia la
capa |, mientras que, en el caso de las células piramidales modificadas (PM) de la capa VI, sélo llegan
aproximadamente hasta la capa IV. Las células en candelabro (Cn) quedan limitadas casi totalmente a la
capa lll. Los cuerpos de las neuronas estrelladas espinosas y sin espinas (E, SE) estan en la capa IV, aunque
sus prolongaciones se extienden hacia las otras capas. Las células en cesto (Cs) tienen prolongaciones que
en conjunto se extienden hacia todas las capas corticales; sus cuerpos celulares se sitian sobre todo en las
capas lll y V, (Haines y cols., 2003).

[.1.2. HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura formada por varias regiones, diferentes en cuanto a su
estructura citoarquitectonica y funcional, tales regiones son, el hipocampo propiamente
dicho, el giro dentado (ambos separados por la fisura hipocampal), el complejo subicular
(formado por el presubiculum, el subiculum y el parasubiculum), y la corteza entorrinal
(Amaral y Witter, 1989); el hipocampo se relaciona con la corteza prefrontal, con el nacleo
accumbens, la amigdala, y el &rea ventral tegmental para formar al “sistema dopaminérgico
mesolimbico” importante en funciones de aprendizaje y memoria, ademas en la regulacion
de conductas motivacionales, (Vallone y cols., 2000).

Su diversidad celular se conforma por tres capas la molecular, la que alberga las células
granulares, y la polimérfica. Amaral y cols., en el 2007 proponen la organizacion anatomica

de cada region hipocampica de la siguiente manera, empezamos con el giro dentado (GD)
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el cual esta formado por una capa de somas pequefios densamente empaquetados en
columnas “stratum granulare”, éstas neuronas son de naturaleza glutamatérgica y poseen
axones basales designados como fibras musgosas, en la capa mas cercana a la fisura
hipocampal la del “stratum moleculare”, se localizan las prolongaciones dendriticas apicales
de las neuronas granulares, algunas interneuronas y células gliales. La capa mas profunda
del giro dentado, se llama *hilus”, y se caracteriza por su naturaleza polimérfica, se
conforma por gran variedad de tipos celulares entre las cudles las células musgosas son
mayoritarias. Entre el “stratum granulare” y el “hilus” del GD, se puede distinguir una fina
capa, la capa subgranular, compuesta por precursores neurales que poseen actividad
proliferativa durante la vida adulta. Las neuronas granulares del giro dentado proyectan
sus axones, fibras musgosas hacia las dendritas proximales de las neuronas piramidales de
la CA3, atravesando el “hilus”, las células granulares del giro dentado no proyectan hacia
fuera de la formacion hipocampica, sin embargo reciben axones provenientes del
hipotalamo (Amaral, 1979).

El hipocampo propiamente dicho (cuerno de Amon), esta dividido en tres areas: CAL,
CA2, CA3, y CA4 (en humanos), la zona més distal designada como CALl se caracteriza
por estar formada por células piramidales pequefias, mientras la zona mas proximal esta
formada por la CA2 y CAS3 la cual es rica en células piramidales de mayor tamafio. El area
CAL1 se localiza en el limite entre el subiculo y el hipocampo, el area CA2 y CA3 se sitdan
dentro del hipocampo, y la CA4 se encuentra en la unién del hipocampo con la
circunvolucion dentada dentro del hilio de ésta dltima. Las distintas areas estan
estratificadas asi en la capa mas interna encontramos un estrato rico en fibras “el alveus”
0 sustancia blanca, posteriormente encontramos una capa estrecha “el stratum oriens”,
formada esencialmente por las dendritas basales de las células piramidales las cuales
conforman el “stratum piramidale” de naturaleza glutamatérgica, acontinuacion
encontramos el “stratum radiatum” formado por las dendritas apicales de las neuronas
piramidales, y en la parte mas exterior (cercana a la fisura hipocampal) encontramos el
“stratum lacunosum moleculare” que alberga las ramificaciones distales de las dendritas
apicales. En las neuronas piramidales, unicamente en el area CA3 entre el “stratum
piramidale” y el “stratum radiatum”, es posible encontrar un estrecho estrato acelular
formado por las dendritas apicales de las piramidales de CA3 en el cudl se establecen
conexiones con las fiboras musgosas. Las neuronas piramidales de la CA3 proyectan sus

axones hacia las dendritas de las neuronas piramidales de la CA1l, mediante los
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colaterales de Schaffer ademas, axones provenientes de la CA3 proyectan hacia todas
las areas del hipocampo propiamente dicho, a través de proyecciones comisurales entre

hemisferios, y/o asociativas, en el mismo hemisferio.

La informacion que entra a la formacion hipocampica, procede de las células de la corteza
entorrinal a través de una proyeccion difusa llamada via perforante. La corteza entorrinal
se encuentra dividida en seis capas corticales bien definidas, las capas Il y lll estan
densamente pobladas por pequefias células que envian sus axones para otras areas
hipocampales las capas V y VI estan formadas por neuronas grandes que envian sus
axones hacia fuera de la formacién hipocampica, las capas | y IV son acelulares, la mayor
entrada de fibras en el hipocampo provienen de la corteza entorrinal, las células de las
capas Il y lll envian sus axones hacia el giro dentado y el hipocampo propiamente dicho a
través de la via perforante, atravesando la capa de células piramidales del “subiculum”
(Amaral y cols., 1989).

La formacion hipocampica posee un circuito trisinaptico excitador que tiene inicio en la
via perforante de la corteza entorrinal cuyas proyecciones contactan con las células
granulares del giro dentado, las cuales envian sus axones (fiboras musgosas) hacia las
neuronas piramidales de la CA3, y éstas a su vez envian sus axones hacia las neuronas
piramidales de la CA1 mediante los colaterales de Schaffer la principal conexion externa

de la formacién hipocampica se establece con el “septum”.

Las neuronas de la CA3 envian sus axones fuera de la formacién hipocampal Gnicamente a
la regién septal, y las neuronas de la CA1 poseen proyecciones mayoritariamente hacia la
region septal, pero también hacia las cortezas frontal, retrosplenial y perirrinal, asi como

hacia el bulbo olfatorio, la amigdala y el hipotalamo.



1.1.3. AMIGDALA

Es un sistema de nucleos limbicos, relacionado con varias funciones como cognitivas,
conductuales como la actividad motora y la exploratoria, asi como la de toma de
decisiones, funciones emocionales, ademas modula la memoria (Kalivas y Volkow, 2005;
MacGaugh, 2004; Torras y cols., 2001), se conforma por dos areas estructurales a la
primera se le llama amigdala basolateral (ABL), y se conforma por los nucleos lateral,

basomedial y basolateral, sus proyecciones neuronales son de tipo glutamatérgicas.

La segunda area se llama ndcleo centromedial amigdalino (ACM) que tiene conexiones
estriatales gabaérgicas, las entradas de informacion que llegan a la amigdala son vias de
tipo excitatorias glutamatérgicas, quienes forman conexiones con las dendritas de
neuronas que proyectan hacia otras regiones de la misma amigdala o bien, hacia
regiones extrinsecas (Almaguer-Melian y Bergado-Rosado, 2002; Castro-Sierra y cols.,
2005).

Hay fibras que suministran informacion ejecutiva y somatosensorial al complejo
amigdalino, especificamente hacia la ABL, estas llegan del talamo, cortezas sensoriales,
corteza prefrontal, hipocampo ventral, y el area ventral tegmental. Las vias eferentes de la
ABL van hacia la CPF, hipocampo ventral, tAlamo, nucleo accumbens, y el caudado
putamen, la ABL es la que proyecta informacion a la ACM la cual también recibe
informacion de bulbos olfatorios, de cortezas viscero-sensoriales, de la prefrontal, asi
como del tallo cerebral involucradas en funciones viscerales. La ACM envia informacion al
hipotalamo, nucleo de rafé, locus coerulus, y a nucleos viscerales como el nervio vago
motor, (Heimer, 2004; Malin y MacGaugh, 2006).

Hay reportes que proponen a la ACM como implicada en la asociacion entre estimulos y
reforzadores (controlando la emocién), y a la ABL se le involucra en las respuestas y la
activacion emotiva (controlando la ejecucion), (Del Arco y Mora, 2009; Hamann y cols.,
1999; Pape y Pare, 2010).



1.1.4. NUCLEO ACCUMBENS

Como elemento fundamental del sistema limbico el nucleo accumbens (NAcc) es un
nucleo del prosencéfalo basal cercano al septum, recibe terminales de neuronas del area
ventral tegmental (AVT), y esta involucrado en el refuerzo y la atencion (fig.4). Lo llaman
el centro del placer y la adiccion. Junto con el bulbo olfatorio, forma colectivamente la
parte ventral del cuerpo estriado, y este a su vez forma parte de los ganglios basales
(Fernandez-Espejo, 2000; Heimer, 2004; Kalivas y Volkow, 2005).

De forma anatomica y funcional, se divide en dos areas: el ndcleo y la coraza, esta ultima
presenta conexiones limbicas aferentes de tipo glutamatérgico del hipocampo y la
amigdala, asi como entradas dopaminérgicas del AVT (fig. 4), el nlcleo del NAcc es una
extension del estriado dorsal recibe aferencias glutamatergicas de la CPF, y
dopaminérgicas de la sustancia negra compacta (SNc), sus vias de salida son
gabaérgicas y proyectan hacia el palido ventral (PV) formando parte de conexiones
motoras cortijo-estriado-palido-talamicos (Klarner y cols., 1998; Mesulam y Geula, 1988;
Viggiano y cols., 2003).

Las células dopaminérgicas son aferentes al cuerpo estriado y ejercen un control
inhibitorio muy importante sobre la actividad de las interneuronas colinérgicas, estas vias
colinérgicas se proyectan desde los nucleos basales de Meynert, al cortex (frontal y
parietal principalmente), y al tdlamo, amigdala e hipocampo (Alquicer y cols., 2004;

Castro-Alamancos, 2003; Fernandez-Espejo, 2000).
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Fig. 4. Aferencias y eferencias en la coraza del accumbens cuya funcién es limbica, de igual forma las del
centro al cual se le atribuye funcién motora (Fernandez-Espejo, 2000).

[.2. ENVEJECIMIENTO.

El envejecimiento es la penultima fase del ciclo de vida de los sistemas biol6gicos, se
presenta inmediatamente después de la madurez, por ahora es irreversible y se
caracteriza por la disminucion de la eficiencia bioldgica, asi como deficiencia progresiva
en la capacidad del organismo para adaptarse a los cambios del medio ambiente,
consiste en la atrofia de células y tejidos asi como de los sistemas en general que
integran al organismo, (Johnson y Sinclair, 1999; Lamberts y cols., 1997; Ruiz-Torrez y
Hofecker, 2003).

El envejecimiento, se caracteriza en primates evolucionados, por signos fisicos y
conductuales principalmente que son originados por los cambios fisiol6gicos antes
mencionados, pero ademas, podemos distinguir de forma mas exhaustiva cambios
moleculares y celulares que finalmente reflejan el estado fisico del anciano, en el cual se
observa piel arrugada, adelgazamiento, caida y decoloraciéon del cabello, perdida de

dientes, atrofia de las gonadas, encorvamiento de la columna vertebral, y disminucion
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progresiva de la agilidad motora, entre otras caracteristicas (Gil-Gregorio, 2000; Ropper,
2005).

Dentro de los cambios de tipo fisiologico mas evidentes durante el proceso del
envejecimiento son: pérdida de agudeza visual y auditiva, disfuncion progresiva de las
capacidades cognitivas, asi como deficiencia progresiva en todos los sistemas que
integran el cuerpo. Los cambios celulares se refieren al incremento de las reacciones de
oxidacion lo cual favorece la liberacion de especies reactivas al oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés), ocasionando dafio oxidativo, acumulacién de mutaciones en ADN y
dafio consecuente a proteinas y membrana celulares, tal proceso esta relacionado
directamente con la posibilidad de desarrollar neurodegeneracion progresiva (Mattson y
cols., 2008; Meissner, 2007; Mattson y Magnus, 2006), proceso que Ultimamente tiene un
impacto fuerte en la especie humana, y al cual se le atribuyen como factores de causa
principales (entre otros) el estilo de vida y los cambios medio-ambientales que hemos

sufrido en los Ultimos afos.
[.2.1. ENVEJECIMIENTO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La vejez en el sistema nervioso central (SNC) refleja “disminucion progresiva de la
longitud dendritica y pérdida de espinas”, incluso disminucion del tamafio del soma neural
asi como perdida de neuronas en hipocampo y corteza cerebral (figuras 6, 7, y 8),
(Bartrés-Faz y Junqué, 1999; Duan y cols., 2003; Mattson y Limke, 2005).

El tipo de espinas en las neuronas corticales puede variar de un organismo joven a otro
viejo (Penzes y cols., 2011; Dimitriu y cols., 2010), como consecuencia de lo anterior,
disminuye la memoria episddica, las capacidades intelectuales, el metabolismo cerebral
de la glucosa, asi como el volumen y peso del cerebro, conductualmente se tiende a la

repeticion o al olvido (Bano y cols., 2010; Dickstein y cols., 2007; Kabaso y cols., 2009).

El medio ambiente influye en la plasticidad neuronal entendiéndose a ésta ultima como la
capacidad de las neuronas de sufrir cambios en el nimero, tipo, morfologia y funcion de

sus conexiones nerviosas, (Nieto-Sampedro, 2003; Wong, 2000; Wu y cols., 2002).

En un estudio morfolégico de neuronas corticales con ratones seniles (mayores de 10
meses de edad), sometidos a un ambiente enriquecido (diversos estimulos fisicos,

visuales, tactiles, etc.), o bien a un ambiente empobrecido (pocos estimulos, o sin
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estimulos), los organismos viejos pierden neuronas en mayor grado que los jovenes y
s6lo bajo ambiente enriquecido mantienen mejor (pero no igual que los jovenes) sus

neuronas corticales (fig. 9), (Tresguerres, 2005).

Con el paso del tiempo hay tendencia a la disminucién progresiva de la capacidad plastica
gue posee el SNC para recuperarse (fig. 6), (Bloss y cols., 2011; Kolb y cols., 1998;
Mattson y Magnus, 2006).

Se sabe ademés que con el paso de la edad hay tendencia a la formacion de placas
seniles (PS) las cuales son agregados amorfos de proteina amiloide, caracteristica
encefalica de pacientes humanos (no necesariamente diagnosticados con algun tipo de
demencia), estas PS se originan en el hipocampo, corteza entorrinal adyacente, y mas
tarde pueden aparecer en otras areas del encéfalo (fig.9), (Morrison y Hof, 1997).

Por lo tanto la edad avanzada, dafio en la memoria y EA no son un continuo, de hecho el

envejecimiento de las neuronas no necesariamente refleja predisposicion a EA ademas,
estudios conductuales y electrofisiolégicos en roedores y primates no humanos de edad
avanzada sugieren que, la funcidon de circuitos hipocadmpicos sufre un declive que no
siempre refleja pérdida de neuronas (Morrison y Hof., 1997), lo anterior sigue siendo tema
de controversia, sin embargo: “es un hecho que el envejecimiento es uno de los factores
de riesgo mas importantes para adquirir enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson, Hungtinton, esclerosis lateral amiotrofica, o bien la enfermedad de alzheimer”
(Bishop y cols., 2010; Mattson y Magnus., 2006).
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Fig 5. En Ay B se observan imagenes representativas que comparan la arborizacién dendritica en neuronas
piramidales de la CmPF capa V, tanto de ratas jévenes (2 meses) y viejas (8-37meses), se aprecia la
retraccion dendritica para las neuronas viejas. En C observamos una grafica que indica los valores (en pmz)
del tamafio de los cuerpos celulares de las mismas neuronas piramidales, (Wong, 2000).

Ve

Fig. 6. En Ay B, se muestran segmentos dendriticos de neuronas piramidales en la corteza frontal del mono
rhesus, con sus respectivas espinas; se observa que hay disminucién del nUmero de espinas dendriticas en
B correspondientes a animales viejos, comparadas con la densidad de espinas en A de animales jévenes,
(Dickstein y cols., 2007).

13



)

s [ =B
&S] ?@J

Joven Viejo

Fig. 7. Imagen que representa la pérdida de espinas delgadas (relacionadas con funciones de memoria y
aprendizaje), y la prevalencia de las gruesas, en las dendritas de neuronas corticales en la CPF de
macacos con edad avanzada (Dimitriu y cols., 2010).
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Fig. 8. Durante el proceso de envejecimiento, las neuronas pueden mostrar un aumento progresivo de su
arbol dendritico (bajo condiciones de enriquecimiento ambiental N, nl1, n2), o bien, una regresion de dicho
arbol dendritico (Sin enriquecimiento ambiental N, n3,n4). En B el enriquecimiento ambiental produce un
aumento significativo de la renovacion de las neuronas nuevas del hipocampo, tanto en animales jovenes
como en animales viejos, (Tresguerres., 2005).

Hay otros marcadores celulares observados en el envejecimiento normal que se
encuentran también mas marcados en la EA, en comparacion con el envejecimiento
normal, tal es el caso de la disminucion del metabolismo energético de la glucosa,

observados por tomografia por emision de positrones TEP (Mattson, 2004), otras
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moléculas como los granulos de lipofucsina se acumulan gradualmente conforme avanza
la edad; en las neuronas talamicas de primates y humanos envejecidos, se ha observado
también que las placas neuriticas (PN) de cerebros con EA presentan esta molécula en
mayor cantidad, asi como la tendencia al aumento de la proteina fosfatasa tirosina (STEP
por sus siglas en inglés) (Zhang y cols., 2010), de igual forma se acumula la lipofucsina, el
hierro, y otros cuerpos pigmentarios durante el envejecimiento independientemente de si

hay o no enfermedad neurodegenerativa, (Ropper, 2005).

En relacion a los cambios en los neurotransmisores por envejecimiento se sabe que
disminuyen las neuronas colinérgicas de los nucleos basales de meynert, asi como la
sintesis de acetilcolina (ACh) por disminucién funcional de la acetiltransferasa de colina
(AChT) en hipocampo y areas corticales, (Billard, 2006; Gil y cols., 2000; Rylett y
Williams, 1994).
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Fig. 9. Observamos un cuadro que representa la formacién de placas seniles en cerebros de pacientes con
EA comparados con cerebros de pacientes viejos sin el diagnéstico de EA, las abreviaturas: E (Individuos
envejecidos sin alzheimer), EA | (enfermos de alzheimer en etapa Inicial, EA F (enfermos de alzheimer en
etapa Final), Las llamas blancas (Indican una placa senil), EC (corteza entorrinal), CA1 (hipocampo dorsal
CAl), ITC (corteza temporal Inferior), SFC (corteza frontal superior); los colores en las columnas, del mas
obscuro al més claro indican el % de la pérdida de neuronas que va del 0-60%, (Morrison y Hoff, 1997).
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El sistema monoaminérgico también se afecta al disminuir las neuronas noradrenérgicas
del locus coreulus sobre todo en la region rostral (patron similar a la EA), las neuronas
dopaminérgicas disminuyen un 6% por década en el nucleo caudado y el putamen,
ademas también bajan los niveles de 5HT y sube el metabolismo de la serotonina, se
sabe de igual forma que se reducen los receptores noradrenérgicos a-2 presinapticos en

la corteza, nucleos basales e hipotalamo, (Gil y cols., 2000; Wu y cols., 2002).

I.3. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La EA ocasiona “Declive gradual de capacidades mentales como el razonamiento, la
memoria, €l juicio, y la personalidad”, su diagnostico en humanos se realiza a través de
estudios neuropsicolégicos como la bateria ADAS-Cog entre otras, y clinicos de
laboratorio, esta enfermedad se asocia a la “presencia de una cantidad excesiva de
placas neuriticas en la corteza cerebral, sistema limbico, y sustancia gris subcortical la
cual contiene el péptido beta amiloide (BA) y ovillos (marafias) neurofibrilares formados
por proteina tau hiperfosforilada” (fig.10) (Alvin y cols., 2011; Crews y Masliah., 2010;
Luna-Mufoz y cols., 2010; Mucke, 2009) aproximadamente afecta a un 6-15% de las
personas mayores de 65 afios de edad, y quizas al 40% de los que pasan de 80 afios de
edad, (Ramirez y cols., 2000).

La molécula proteica denominada beta amiloide (BA) se localiza a nivel extracelular (fig.
11), y procede del metabolismo de una proteina de mayor tamafio llamada proteina
precursora de amiloide (APP), (Dekosky, 2002; Laferla y cols., 2007; Luebke y cols.,
2010).

Los ovillos neurofibrilares se localizan a nivel intracelular y se caracterizan por la
presencia de fibrillas anormales apareadas y dispuestas en hélice (flamentos helicoidales
apareados, PHF), estos son responsables de la degeneracion celular y, paradojicamente
se componen de proteina TAU hiperfosforilada (fig.11), un componente normal del
citoesqueleto neuronal (Crews y Masliah, 2010; Gendron y Petrucelli, 2009; Ramirez y
cols., 2000).

En la actualidad se propone que los principales fendmenos moleculares que

desencadenan la acumulacion del amiloide 8 son, el desbalance entre sus niveles de
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produccion, agregacion y depuraciéon ademas, la formacion de oligdbmeros de AR, quienes
median el dafio sinaptico a través de la formacion de poros con funcion parecida a la de
un canal de membrana alterando los receptores a glutamato, hiperexitando asi la
circuiteria de este neurotransmisor causando dafio y disfuncién mitocondrial, alteracion de
los lisosomas y las vias de sefalizacion plasticas de la neurogénesis (fig.11) (Fiala y cols.,
2007; Mucke, 2009). Aunado a lo anterior también se consideran factores importantes el
dafio en la sefalizacion de proteinas GSK3B y en la CDK5, lo cual conduce a la
neurodegeneracion progresiva de la enfermedad (Crews y Masliah, 2010; Ubhi y cols.,
2009).

Hay bastante informacién que sefiala también dafio por hiperactivacion de las células de
la glia y de la astroglia (fig.11), la microglia se observa reclutada tempranamente en los
sitios donde hay depdsitos de BA, se descubrid lo anterior gracias a las sefales quimio
tacticas del mismo BA, una vez que se activa la microglia asociada a la placa senil, se
induce la expresion de marcadores inflamatorios como el complejo mayor de
histocompatibilidad 1 y 1l (CMH-I-II), interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6), proteinas de fase
aguda y TNFa 50, receptores para quimioquinas (CCR3, CCRS), y agentes inflamatorios
como Clqr (receptor para el C1 del C") (8,13) (Garcia y cols., 2001).

En cultivos de microglia las concentraciones pico molares de APP estimulan la actividad
del NF-kB, de ahi la expresion de IL-1 y o6xido nitrico sintetasa (NOS) que produce
grandes cantidades de de 6xido nitrico y éste a su vez produce peroxinitritos altamente

dafinos para la neurona, (Garcia y cols., 2001).

La pérdida progresiva de memoria probablemente se debe a las alteraciones en los
sistemas colinérgicos y monoaminergicos que se van dafiando irreversiblemente, se sabe
por ejemplo que en las primeras fases de la enfermedad se detecta decremento en los
niveles de transmision de ACh en la corteza cerebral, y esto se relaciona directamente
con el declive cognoscitivo progresivo que se presenta como parte de la sintomatologia
de la EA, pero también es un fendmeno que se presenta durante la etapa de

envejecimiento, (Billard, 2006; Lamour y cols., 2004; Sarter y Parikh, 2005).
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marafas neurofibrilares

placas seniles = A =Ny

Fig. 10. En A observamos las marafas neurofibrilares (llamas blancas), y placas neuriticas (oscuro) que se
acumulan en las zonas puntedas en B del encéfalo postmortem, en pacientes con demencia de Alzheimer
(Purves y cols., 2004).
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Fig. 11. En la imagen se representa la biologia molecular de la neurodegeneracion en la enfermedad de
Alzheimer, segun la hipétesis actual, que sugiere la acumulacién del BA como resultado del incremento en
su produccidn, y decremento en su degradacion enzimatica., también puede acumularse por alteracion en
los procesos de transporte a través de la barrera hematoencefalica. Los oligbmeros de BA, pueden afectar
las sinapsis, mientras que las placas de amiloide deforman las neuronas., los BA oligbmeros interactuan con
la superficie membranal y sus receptores cambiando las cascadas de sefializacion, liberando mediadores
neurotoxicos en lugar de la microglia. Las anormalidades vasculares impiden la entrada de nutrientes,
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aumenta la activacion de astrocitos y microglia., ademas la apoE4 aumenta los niveles de BA disminuyendo
su depuraciéon y desestabilizando al citoesqueleto. De forma intracelular, el BA dafia funciones
mitocondriales, y las proteinas tau y sinucleina, pueden unirse formando oligdmeros patégenos, y forman
complejos intraneurales grandes, desplazando a organelos vitales intracelulares, (Mucke, 2009).

En las regiones dafiadas del cerebro, la disfuncion y la muerte de las neuronas se asocia
con anomalias citoesqueléticas que reducen el nivel de proteinas sinapticas en las
regiones del cerebro a donde van a parar estas neuronas (Jian y cols., 2004; Mattson,
2004; Terry y Buccafusco, 2003).

La disfuncién del sistema glutamatérgico puede expresarse como un aumento 0 una
disminucién de su concentracién en el medio extracelular, en el primer caso se produce
una sobrestimulacion, en el segundo hay un descenso de la actividad excitadora la cual a
largo plazo, puede alterar la funcién normal del sistema nervioso en particular de algunos
circuitos de la corteza cerebral y de sus proyecciones (Alvin y cols., 2011; Arendt, 2009;
Rylett y Williams, 1994). También en este sentido se ha demostrado el papel del
incremento en la actividad glutamatérgica en entidades de inicio agudo como la isquemia
cerebral y de tipo crénico como en el Alzheimer; en un estudio in vivo realizado por
Gonzalez y cols en el 2003 evaluaron a la enzima antioxidante catalasa (CAT) asi como a
la del metabolismo oxidativo superdxido dismutasa (SOD), y descubrieron que existe
estrés oxidativo como proceso neurodegenerativo que antecede a la EA, (Ansari y Scheff,
2010; Gonzalez y cols., 2004).

|.4. CLORHIDRATO DE DONEPECILO (DON)

El DON es un inhibidor reversible de la enzima acetilcolinesterasa, conocido
guimicamente como: clorhidrato de (+-)-2,3 dihidro-5-6-dimetoxi-2{[1-(fenilmetil)4-
piperidinil]}-1H-inden-1-ona, su nombre comercial es ARICEPT, el compuesto tiene la
siguiente formula empirica: C,4 H29 NO3 HCI. Ni los alimentos, ni la hora de administracion
(dosis matutina o vespertina) influyen en la tasa o magnitud de absorcion. La vida media
de eliminacion del Donepecilo es de casi 70 hrs, después de la administracion de dosis
multiples, alcanza el estado estable en no mas de 15 dias, se une en 96% a las proteinas

plasmaticas humanas, (Cacabelos, 2007).

Es una droga sintomatica que no modifica los procesos neurodegenerativos, pero

mejora las funciones cognoscitivas, esta indicado como auxiliar para el tratamiento de la
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enfermedad leve a moderada del tipo de Alzheimer (Kume y cols., 2005; Leornard,
2004; Lopez-Pousa y cols., 2001), “los estudios sugieren que el donepecilo ejerce su
efecto terapéutico al mantener estable la funcion colinérgica en el sistema nervioso
central” esto se logra aumentando la concentracion de ACh en la hendidura sinaptica,
mediante la inhibicion reversible de su hidrolisis por acetilcolinesterasa, una de las
enzimas que la hidrolizan, (Howard y cols., 2007; Lopez-Pousa y cols., 2010; Mueller y
cols., 2006).

Son numerosos los reportes clinicos, en los cuales se han aplicado pruebas
neuropsicoldgicas validas para evaluar y determinar los cambios en la funcion cognitiva
de pacientes con EA, entre las pruebas mas usadas esta la bateria ADAS-Cog que
evalla praxis, memoria, lenguaje, orientacion y razonamiento; al evaluarse a los
enfermos tras la aplicacion de terapia con donepecilo mostraron un deterioro cognitivo
global significativamente menor en comparacién con pacientes no diagnosticados con
EA, la eficacia clinica observada incluso a lo largo de un afio se centré principalmente
en las areas de memoria, aprendizaje, asi como lenguaje expresivo, (Csernansky y
cols., 2005; Lanctot y Herrmann, 2004; Lopez-Pousa y cols., 2001; Shigeta y Homa,
2001).

En otro estudio, se trabajoé con un grupo aleatorizado de 67 pacientes con EA leve a
moderada, recibieron placebo o donepecilo (5 mg/dia) durante 24 semanas, tras la
valoracion inicial de los pacientes, se llevaron a cabo nuevos controles cada 6 semanas,
en los que se valord su puntuacion con la prueba ADAS-Cog (Subescala Cognitiva de
Alzheimer), se midio la concentracion cerebral de N-acetilaspartato y se realiz6 RMN
(resonancia magnética) para medir los volumenes hipocdmpicos derecho e izquierdo,
sus resultados fueron los siguientes: los niveles de N-acetilaspartato resultaron mas
elevados al principio del tratamiento en los pacientes del grupo con donepecilo, pero al
final la diferencia con los de placebo ya no fue significativa; esto coincide con lo que
solemos ver en la practica, en la que normalmente se produce una mejoria del paciente
durante los 3 primeros meses del tratamiento con donepecilo, para posteriormente
progresar de nuevo la enfermedad; en cuanto a la puntuacién obtenida con la ADAS-
Cog el grupo con DON frente a los controles mostré mejoria en los resultados obtenidos,
asi mismo en cuanto a los volimenes totales del hipocampo, hubo menor regresion del

tamafo para el grupo con donepecilo frente a los placebo, no asi en el hipocampo
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izquierdo, dénde sélo hubo tendencia a la reduccién del volumen, (Hashimoto y cols.,
2005; Ranga y cols., 2003).

El ratones transgénicos Tg2576 (modelo que acumula BA en areas involucradas en
procesos de memoria y aprendizaje) que desarrollan déficit de memoria espacial, después
de tratarlos con DON mostraron retardo en la formacion de placas neuriticas comparadas
con el grupo control, ademés de mejorar los déficits de “memoria espacial”’, (Hongxin y
cols., 2005).

El tratamiento con DON aplicado durante 28 dias para otro modelo de EA en raton,
aumento la expresion de la enzima AChE (niveles de RNAm), asi como su actividad en el
SNC, (Zivin y Pregel., 2008). Se sabe actualmente que, el donepecilo no solamente es
usado para tratar EA sino también mejora la sintomatologia cognitiva en enfermedades
como esquizofrenia (Csernansky y cols., 2005; Ferreri y cols., 2006), la de los cuerpos de
Lewy, o la del mal de Parkinson (Chung y cols., 2010), se propone que en estas
enfermedades actda bajo el mismo mecanismo inhibidor de la AChE, sin embargo esto

aun no es claro.

Hace ya algunos afios que se comenzd a especular sobre un posible efecto
neuroprotector del DON ante dafio neuronal en modelos in vitro (Akasofu y cols., 2003;
Takada-Takatori y cols., 2003), pero es en los ultimos dos afios que se han acumulado
mas evidencias acerca de este posible mecanismo de accion independientemente se su
accion inhibidora, ya se tienen reportes de que DON impide los efectos apoptéticos en
cultivos neuronales tratados con excitotoxicidad por glutamato, (Shen y cols., 2010;

Scernansky y cols., 2005).

Se llevo a cabo un estudio en el que se trabajé con cultivos celulares de neuronas de rata,
tratados previamente con dosis cronicas de donepecilo, para después exponerlos a dosis
agudas de glutamato, observaron que el DON protege a las neuronas del efecto toxico del
glutamato, y concluyen en que el mecanismo de accion puede involucrar vias de
sefalizacion de los nAchcR-PI3k y MAPk de esta manera explicaron la sobrevivencia
celular debido a éste farmaco, (Akasofu y cols., 2006; Kotani y cols., 2008; Takada-

Takatori y cols., 2008; Scernansky y cols., 2005).

El hecho de que DON tenga efectos positivos en contra de la apoptosis celular inducida

en cultivos neuronales, muestra una nueva vision sobre un posible mecanismo
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neuroprotector del farmaco, basado principalmente en la posible estimulacién que ejerce
el donepecilo sobre los receptores nicotinicos (fig.12), (De Bartolo y cols., 2009; Shen y
cols., 2010; Takada-Takatori y cols, 2009).

En otro modelo de dafio neuronal in vitro, el tratamiento con este farmaco promueve la
disminucién de la muerte celular, y propusieron que probablemente es mediante la

modulacion de GSK-3 que DON impide la neurotoxicidad y apoptosis (Noh y cols., 2009).

Por otra parte en un estudio realizado por Benazi y cols., en 1999 trataron a pacientes
diagnosticados con EA con un tratamiento combinado de donepecilo y verapamil (un
antidepresivo), con el fin de tratar tanto los sintomas cognitivos como la depresion, ellos
no obtuvieron mejoria en los pacientes tratados con este tratamiento, sino todo lo
contrario, aumentaron de forma espontanea procesos maniacos y/o hipomaniacos como
agitacion, depresion, humor euférico, insomnio, fuga de ideas, desorientacion, paranoia y

agresividad.

Nuestro grupo de trabajo también encontr6 cambios morfologicos tras el tratamiento con
donepecilo en ratas de 10 y 12 meses de edad, en las cuales aumenté la densidad de las
espinas distales en la corteza, hipocampo, y el NAcc, la arborizacion aumento6 sélo en el

hipocampo dorsal y no en las demas areas (Alcantara y cols., 2010).
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control Glu Dpz+Glu

Fig. 12. Imagenes obtenidas a través de inmunotincién, que muestran el efecto protector del tratamiento con
donepecilo (Dpz+Glu en la tercera imagen) en contra de la excitotoxicidad inducida por glutamato (Glu,
segunda imagen), en cultivo de tejido neuronal (Shen y cols., 2010).

I 1
Hipocampo Darzal 1 Hipocampo Carzal '
Hipacampo ventral 5 15 Hipocampo Yentral
2mnr ok *
g - 3 E 13
. = E =
= 1500 5 1 3o =
= -
= = = —_
£ 1000+ ER ¥ g 2 g
c = = a
3 SH 3 % HH (] 3
w
12 20 ¢ ¢
ME=Es MESES 12meses 20 meses 12 meses 20 meses 12 meses 20 meses
Corteza Prefrontal capa Il
2000 i Corteza Prefrontal caps v * Corteza Prefrontal capa 15 Corteza Prefrontal capa ¥
T *
£ Jsoof B g 12 e 121 " .
= E = o B ="
2 10007 2! P %
£ 21 £ 5 £ #
= o z 7 7
=] WA w34
i —
12 mezes 20 meses o 12 meses SOmeses o
12meses 20 meses
200(H Mcleo Accumbens 12meses 20 messs 5 Miclen Accumbens
E
%L 150H 12
E
= 10001 i 5 .
= 8 vehiculo S 9 O Wehiculo
S so W Donepecilo % & W Conepecilo
i % 3
12 meses 20 meses w
15
12 meses 20 meses
L .

Fig. 13. En las gréficas de la izquierda, se presentan los resultados de la densidad de espinas dendriticas
en el hipocampo, corteza prefrontal, y el nicleo accumbens; se obtuvo una mayor densidad de espinas
(ANOVA de una via, con P<0.0001), para los grupos tratados con donepecilo. En las graficas del lado
derecho, se presentan los resultados de analizar la longitud total dendritica (en las mismas areas), en las
cuales, hubo mayor longitud alcanzada por el grupo tratado con donepecilo para el hipocampo dorsal (con
una P<0.0001), en ratas de 20 meses, (Alcantara y cols., 2010).
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|.5. FACTORES NEUROTROFICOS

Un factor neurotréfico es una biomolécula producida de forma enddgena por los tejidos de
inervacion de las propias neuronas, o por células presentes en el entorno de las mismas
es decir, células de la glia. En ausencia de factores tréficos las neuronas degeneran y
mueren, son importantes para proveer neuroproteccion, entendiéndose ésta ultima como
el conjunto de mecanismos encaminados a asegurar el funcionamiento adecuado del
sistema nervioso (SN), como respuesta a una situacién adversa, (Moris y Vega., 2003).
Los factores neurotréficos modulan la plasticidad funcional del SNC, a nivel anatomico y
funcional, llevan a cabo el mantenimiento integral potenciando los recursos celulares y

ademas sostienen las conectividades neuronales adecuadas, (Moris y Vega., 2003).

El termino “plasticidad cerebral” (procede de la palabra plastico, significa moldearse o
cambiar) en la actualidad esta de moda en el ambito de las neurociencias, pues todo
aquello que se relacione con la capacidad de recuperacion y regeneraciéon de neuronas,
se traduce en plasticidad, los factores troficos activan las vias de sefializacion para
procesos de plasticidad, y estan presentes durante el desarrollo regulando la proliferacién,
supervivencia, migracion y diferenciacion de todos los tipos neuronales del SN, de igual
forma estan presentes en la etapa adulta ya que son necesarios para mantener
funcionales las células maduras (Mattson y Wan, 2008; Gémez-Pinilla, 2008; Beck y
Yaari, 2008; Arias-Carrion y cols., 2007; Portera-Sanchez, 2002).

Los patrones de conectividad que estan en constante redefinicion, requieren y dependen
del aporte tréfico en el periodo adulto. Se tiene reportado por ejemplo que, en la
enfermedad del Parkinson, entender los procesos apoptéticos de las neuronas
dopaminérgicas, conduce a entender los mecanismos por los que se podrian evitar
algunos procesos especificos como la disfuncion mitocondrial: defectos en el complejo
mitocondrial contribuyen a la degeneracion neuronal porque disminuye la sintesis del
adenosin trifosfato (ATP), (Pedroso y cols., 2008), también el estrés oxidativo es un factor
apoptético en enfermedad de Parkinson, porque las neuronas dependen de la energia
producida en las mitocondrias, y altos niveles de especies reactivas al oxigeno (producto
del estrés) promueven el incremento de radicales libres que conducen la apoptosis

celular.
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La disminuciébn o aumento en el aporte tréfico modifica el tipo y nimero de espinas
sinapticas (afecta la plasticidad) (figuras 7 y 8), y como mencioné anteriormente, en ratas
gue se someten a un ambiente enriquecido difieren en el mantenimiento de las neuronas

en animales jovenes y viejos (fig. 6).

Algunos ejemplos de factores que tienen efecto tréfico en el sistema nervioso se enlistan

en la figura 14 (Moris y Vega, 2003).

r =
Familias de factores que tienen
efecto tréfico en el SN

1. NT c. PSP

a. NGF d. ART

b. BDNF 6. FGF

c. NT-3 a. aFGF

d. NT-4 b. bFGF

e. NT-6 7. EGF

f. NT-7 8. Neurorregulinas/GGF
2. CNTF/UF a. GGF-1

a. CNTF b. GGF-2

b. LIF c. GGF-3

c. CT-1 9. Interleukinas

d. CLC a. Interleukina-6
3. HGF/SF 10. Neuroinmunofilinas
4. IGF a. Ciclofilina

a. Insulina b. FKBP

b. IGF-1 11. PDGF

c. IGF-2 12. PROTEINA S-100
5. Familia GDNF 13. TGF-B

a. GDNF 14. VEGF

b. NTN

ART = artemina, BDNF = factor de crecimiento derivado del cerebro,
CLC = cardiotrofina-1-like cytokina, CNTF = factor neurotrofico ciliar, CT-
1 = cardiotrofina-1, EGF = factor de crecimiento epidémico, FGF = factor
de crecimiento fibroblastico, FKBP = proteinas de union al FK506, GDNF
= factor neurotrofico derivado de una linea celular glial, GGF = factor de
crecimiento glial, HGF/SF = factor de crecimiento del hepatocitoffactor
scatter, IGF = factores de crecimiento insulina-like, LIF= factor inhibidor
de la leucemia, NGF = factor de crecimiento nervioso, NT-3 = neurotrofi-
na-3, NT-4/5 = neurotrofina-4/5, NT-6 = neurotrofina-6, NT-7 = neuro-
trofina-7, NTN = neurturina, PDGF = factor de crecimiento derivado de las
plaguetas, PSP = persefina, TGF-p = factor-f de crecimiento tumoral,
VEGF = factor de crecimiento vascular endotelial.

L _

Fig.14. En este cuadro se enlistan las familias de factores que tienen efecto tréfico sobre el SN, el grupo de
las neurotrofinas tiene accién sobre todo en el SNC (Moris y Vega., 2003).

Las neurotrofinas (NGF, BDNF, y NT 3-5) son los principales factores tréficos del SNC, su

mecanismo de accion consiste en su unidn a receptores tipo trK para formar dimeros con
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o sin el receptor de baja afinidad p75, éste ultimo relacionado con el proceso de
apoptosis. Al regular el equilibrio entre la supervivencia y la induccion de muerte,
contribuyen en la determinacion del numero de neuronas y las sinapsis formadas en una
estructura determinada. El NGF tiene alta afinidad con el receptor trkA, el BDNF y las NT
4-5 tienen afinidad alta con trkB, y la NT-3 por trkC. La unién de las neurotrofinas
maduras con sus receptores produce la activacion de cascadas de sefalizacion
intracelulares que culminan con la promocion de la supervivencia, el bloqueo o induccion
de la apoptosis, y la diferenciacion celular en el SNC y en el SNP, tanto en el desarrollo

como en la madurez (Luna-Mufoz y cols., 2010)
|.6. CEREBROLISINA (CBL)

La cerebrolisina (CBL) es una mezcla de péptidos derivados por degradacion enzimatica
del cerebro de cerdo; ésta mezcla consiste en: un 25% de péptidos con un peso molecular
<10 KD y un 75% de aminoacidos libres; atraviesa la barrera hematoencefélica facilmente,
mejorando las capacidades de atenciéon y memoria, (Hartbauer y cols., 2001; Ladurner y
cols., 2005; Riley y cols., 2006). Se administra por via intramuscular (i.m.), intravenosa
(i.v.), y actualmente via oral, se ha utilizado desde hace 40 afios como una terapia
alternativa en pacientes con dafio neurodegenerativo como la esclerosis multiple, demencia
vascular, enfermedad de Alzheimer, en nifios con autismo, y en pacientes que han sufrido
infarto cerebral agudo, en donde se observé mejoria de las funciones cognitivas en la

mayoria de los casos tratados con este farmaco, (Ladurner y cols., 2005).

Se propone en la actualidad que, los efectos terapéuticos de la CBL son los siguientes: 1.-
reactividad neuronal, 2.- neurotrofismo, 3.- neurogénesis, 4.- efecto anti-amiloidogénico
(sobre la acumulacién del BA, y 5.- efecto anti-neurofibrilar (sobre las marafas
neurofibrilares), (Luna-Mufioz y cols., 2010). Su mecanismo de accion propuesto es similar
a la de los factores neurotréficos endogenos (fig.15), como el NGF o el BDNF, sin embargo.

AUn no se ha dilucidado concretamente.
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Fig. 15. Mecanismo de accion propuesto para la cerebrolisina, en la figura se observan las acciones de la
CBL sobre la CDK5 que regula los estados de fosforilacion tanto de la proteina tau, como de la proteina
precursora del amiloide 8 (PPA), (Luna-Mufioz y cols., 2010).

En nifios con autismo se ha utilizado una terapia con cerebrolisina, en donde se observé
mejoria de los sintomas en esta enfermedad sobre el 89% de los nifios tratados; el farmaco
fue aplicado i.m cada tercer dia, en cada aplicacion se les administré 1 ml de cerebrolisina,
el tratamiento tuvo una duracion de 1 afio con intervalos de 2 meses, (Radzivil y Bashina.,
2006). También hay reportes indicando que esta droga puede degradar al precursor de la
proteina BA en ratdn transgénico para la EA; impidiendo asi la formacion de los depdésitos
intracelulares del amiloide B, (Rockenstein y cols., 2007). A este respecto, Tesseur y cols.,
en el afio 2006, concluyen que CBL aumenta la sefalizaciéon del factor de crecimiento
transformante beta (GF-B), lo cual reduce la neurodegeneracién en cultivos celulares,
(Tesseur y cols., 2006).

Segun Alvarez y cols en el 2006, la administracion intravenosa de 10-30ml de CBL, cinco
veces por semana durante un mes, en pacientes con Alzheimer, induce actividad
neurotréfica vista por la mejoria de las funciones cognitivas en los pacientes. Patockova y
cols en el 2003, realizaron un estudio en el que indujeron estrés oxidativo en ratones,
después sometieron a los animales a inyecciones subcutaneas con cerebrolisina en dosis
de 6.0 IU/kg, el estrés aumentd considerablemente la peroxidacion de lipidos

membranales, por ende aumentd el contenido de radicales libres, y al tratar éstos ratones
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con CBL disminuyeron los niveles de TBARs (marcadores de la lipoperoxidacion de lipidos)
en el tejido cerebral y en el corazon, de acuerdo a lo anterior, CBL también reduce el efecto
apoptotico celular mediante la disminucion de los radicales libres en tejido cerebral,
(Patockova y cols., 2003).

Ya son numerosas las contribuciones al efecto benéfico de la administracion de CBL, en el
2008 se realizé un estudio en el que se administré CBL a ratones hembras Mecp23®®” de
4 meses de edad (un modelo del sindrome de Rett en ratén) y concluyeron que, CBL
mejora la patologia dendritica y la pérdida neuronal en el hipocampo y corteza cerebral,
éste estudio sugiere que la CBL tiene efectos neurotroficos benéficos (Doppler y cols.,
2008).

De igual forma, se han realizado estudios en pacientes con insuficiencia vascular,
resultando menos severos los sintomas de atencion y memoria tras el tratamiento con la
CBL, estos resultados estan soportados por estudios electrofisioldgicos, (Damulin y cols.,
2008). En pacientes diagnosticados con alzheimer y tratados con CBL, se evaluaron los
signos cognitivos aplicando las pruebas psicoldégicas conductuales ADAS-cog y la CIBIC;
los resultados sugirieron una buena tolerancia al farmaco por parte de los pacientes,
ademas de que mejoraron los sintomas cognoscitivos deteriorados, (Panisset y cols.,
2001).

En 2009 se disefi6 un modelo de neurodegeneracion de tipo EA nombrado: “neuropatologia
fibrilar” se llevé a cabo en ratdén transgénico Thyl-APP (raton transgénico que desarrolla
proteina precursora del BA), al cual se le indujo “alteracion neurofibrilar” mediante la
transferencia viral de un gene con un mutante para la hiperfosforilacion y acumulacion de la
proteina TAU (mutTAU P30IL), este ratdon transgénico recibié inyecciones bilaterales de
AAV2-mtu TAU o AAV2-GFP (con el virus sin mutacién) en el hipocampo, y al cabo de tres
meses, los compararon con su control (non-Tg), éstos ratones, desarrollaron ademas del 3
amiloide, las marafias neurofibrilares (tipicos de la EA); se aplicé un tratamiento de CBL en
dicho ratén (ahora identificado como: AAV2-mutTAU/APPtg), durante 3 meses por via i.p, y
se observo que, el tratamiento redujo la neurodegeneracion celular y la patologia de la
fosforilacion anormal (en TAU), proceso que requiere la sefalizacion celular de CDK5 y
GSK3 (Ubhi y cols., 2009).
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En el 2010, Plosker y Gauthier probaron un protocolo clinico que consistié en aplicar un
tratamiento combinado de DON+CBL, a pacientes diagnosticados con la EA (fig.16), el
tratamiento duré 28 semanas, durante el cual se evalud el desempefio cognitivo de los
pacientes cuatro veces: a las 4, 12, 16 y 28 semanas de tratamiento; aplicando la prueba
conductual “ADASC-Cog”. Tras los resultados en la mejoria del desempefio cognitivo, se
sugiere que la combinacion de ambos pudo haber causado un efecto farmacolégico aditivo
de la combinacién (Plosker y Gauthier., 2009). Alvarez y cols., 2011 llegaron a la misma
conclusion en éste afio (fig.16), sugiriendo un posible efecto potenciador de la combinacion
de CBL+DON en pacientes diagnosticados con EA, sin embargo, aun no hay estudios

fisioldgicos, moleculares o bien citoarquitectonicos que apoyen tal hipotesis.
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Fig.16. Grafica que muestra las calificaciones obtenidas al evaluar la sintomatologia cognitiva en pacientes
con EA, a través de la prueba de ADAS-Cog; posterior al tratamiento con donepecilo, cerebrolisina, y la
combinacion de ambos. Se obtuvieron mejores calificaciones (en el desempefio cognitivo), para el grupo de
pacientes tratados con la combinacién de ambas drogas frente a los tratados con las drogas por separado,
(Alvarez y cols., 2011; Plosker y Gauthier., 2009).

I.7. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA NEURONAL

Las espinas dendriticas son estructuras que amplian el espectro sinaptico de las
neuronas, y se ha descubierto que estas estructuras cuentan con una alta capacidad de

remodelacion y consecuente formacion de nuevas sinapsis, que sin duda son funciones
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importantes para la eficiencia de la memoria. En una investigacion sobre células
piramidales, llamaron “integracion sinaptica” a un conjunto de sinapsis que realizan
cierta funciébn que puede durar un determinado tiempo y que depende de los dominios
dendriticos y sus correspondientes blancos sindpticos, se busca encontrar alguna regla
fisioloégica de éste tipo, que pueda ser detectada, para asi empezar a comprender la
maleabilidad de las dendritas y sus espinas, (Sprutson, 2008), todo esto es bastante
complejo de estudiar, sobre todo si tomamos en cuenta que son las variables
ambientales tanto externas como internas, las que determinan la remodelacion de las
sinapsis, resulta un hito en la investigacion saber y descubrir que la plasticidad sinaptica
es susceptible a cambios del medio ambiente, incluso en animales adultos; y mas
interesante es, saber que las caracteristicas morfologicas de las dendritas neurales y
sus espinas son un reflejo del estado funcional en el que se encuentran, (Kolb y cols.,
1998).

En modelos de ratdbn para EA se ha observado pérdida y alteracibn de espinas
dendriticas provocados por la acumulaciéon de placas BA en areas vitales para la
consolidacion de la memoria como el hipocampo y la corteza prefrontal, (Knobloch y
Mansuy., 2008). De igual forma Yin y cols., 2008, al realizar un estudio con ratones
transgénicos como modelo de Alzheimer, y a través de la interaccién de estructuras BA
con las neuronas monoaminergicas; observaron pérdida celular de las mismas, ademas
de que ocurrié incluso en estadios tempranos de la enfermedad, también concluyeron

que, existe degeneracion axonal asociada a la atrofia de cuerpos neurales.

Todos los cambios plasticos que pueda sufrir una neurona a lo largo de su vida, son
resultado de cambios intrinsecos de organelos celulares y el material genético de la
misma para responder a los cambios medioambientales externos e internos, la
disfuncion de estos organelos es inevitable si la homedstasis no es 6ptima, por ejemplo
las mitocondrias pueden sufrir procesos de oxidacion que causan neurodegeneracion y

la posterior alteracion en la funcion y morfologia neuronales (Knott y cols., 2008).
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Il. JUSTIFICACION

El tratamiento combinado de donepecilo mas cerebrolisina, administrado a pacientes con
EA, es mas eficaz que aplicando los farmacos por separado (Alvarez y cols., 2011; Plosker
y Gauthier., 2009), ya que mejora los valores de la prueba neuropsicolégica ADASC-Cog
en los enfermos; sin embargo, no hay estudios neuromorfologicos y moleculares que
expliquen tal mecanismo de accién; por lo tanto, es interesante ademas de necesario,
investigar de qué manera estaria actuando la combinacion de ambos farmacos y promover

tal efecto.

En el presente trabajo, analizamos la arborizacion y la densidad dendritica de neuronas
piramidales, asi como de las espinosas medianas, dos de los tipos neuronales que
participan activamente en funciones cognitivas superiores y conductuales (Sprutson, 2008),
las piramidales las encontramos en regiones prefrontales de la corteza (capas Il y V), en el
hipocampo dorsal y ventral, también en la amigdala, y las neuronas espinosas medianas en
el centro y la corteza del nucleo accumbens. Por otra parte, si el envejecimiento es un
factor que predispone a la EA, entonces es necesario ampliar la investigacion cientifica con
el objetivo de aclarar las diferencias fisiolégicas de lo que puede ser el envejecimiento

“‘normal” de otro que genera patologia neurofibrilar, y luego EA.

Sabemos también que tanto el donepecilo, como la cerebrolisina, se utilizan en
padecimientos neurodegenerativos como: enfermedad de Alzheimer, Parkinson, isquemia
cerebral, y lesiéon cerebral (entre otros), la CBL actia como un conjunto de factores tréficos
qgue promueven la neurogénesis principalmente en el hipocampo (Ubhi y cols., 2009),
incluso se usa en padecimientos cardiovasculares y cancer. Por su parte (como también lo
hemos mencionado), el DON activa la funcion del sistema colinérgico para mantener las
conexiones neuronales cognitivas en las areas prefrontales y contribuir a enlentecer la

sintomatologia cognitiva en los enfermos con EA.

Es indispensable el estudio de los efectos citiarquitectonicos en el SNC que resultan del
tratamiento combinado de donepecilo y cerebrolisina, ya que no son suficientes los de tipo
clinico, podemos asi contribuir a desentrafiar parte de los mecanismos celulares aun
desconocidos, que originaron la mejoria de la escala cognitiva ADAS-Cog obtenida en los
pacientes tratados con la combinacién de ambos farmacos (Alvarez y cols., 2011; Plosker y

Gauthier, 2009), ya que hasta el momento, la EA es incurable, y los tratamientos que se
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aplican pueden mejorar de forma temporal la calidad de vida de los enfermos, mas no a su

curacion.

lI.HIPOTESIS

La administracion intraperitoneal durante nueve semanas de la combinacion donepecilo
mas cerebrolisina en ratones de siete meses, tendra efecto farmacoldgico aditivo,
observado por el aumento en la actividad motora, mayor arborizacion y longitud
dendritica, asi como mayor densidad de espinas, en neuronas de la corteza cerebral,

hipocampo, giro dentado, nlcleo accumbens, y amigdala.

IV.OBJETIVOS

IV.1. GENERAL

Analizar el efecto de la administracion durante nueve semanas, de donepecilo,
cerebrolisina, y de la combinacion de ambos (donepecilo mas cerebrolisina), en la
actividad motora y la neuromorfologia de la corteza cerebral, hipocampo, giro dentado,

nacleo accumbens, y amigdala en ratones de siete meses.
IV.2. PARTICULARES

1. Determinar cambios conductuales a través de la aplicacion de la prueba de
“actividad motora en ambiente nuevo y campo cerrado”, después de la
administraciéon de donepecilo méas cerebrolisina.

2. Determinar cambios en la arborizacion, longitud total, orden mayor alcanzado y
densidad de espinas dendriticas; después de la administracion de donepecilo mas
cerebrolisina, aplicando las técnicas de tincién “Golgi-Cox”, y la del “andlisis de
Sholl”, en: neuronas piramidales de la CmPF Ill, CmPF V, ABL, HD CA1l, VH CA1l,
neuronas granulosas del GD, y neuronas espinosas medianas del centro y la

corteza del Nacc.
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V. MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron ratones de 7 meses de edad (con un peso corporal de 45
g), de la cepa NIH, se obtuvieron del bioterio “Claude Bernad” de la BUAP, los cuales se
mantuvieron en condiciones de temperatura y humedad controladas (18-23°C y 50-60% de
humedad respectivamente), con ciclos de luz oscuridad de 12 horas, prendiéndose las
luces a las 8 horas. Se mantuvieron en cajas de acrilico transparente de 50X35X18 cm, en
camas de viruta estéril beta chip™®. Los ratones tuvieron libre acceso a alimento (Lab Diet
MR numero 5008) y agua. Se clasificaron en 4 grupos experimentales de 8 miembros cada
uno, y cada grupo se subdividié para solo colocar 5 ratones como maximo en cada caja.
Se marcaron sus areas terminales de la cola con plumoén indeleble, para identificar cada
grupo experimental. Los grupos experimentales fueron los siguientes: un grupo control
administrado con solucién vehiculo VEH (combinacién de Tween 80+agua, proporcion 1:4
respectivamente y administrada 1 ml/100 g de peso corporal), un grupo cerebrolisina CBL
administrado con 0.1 g/100 g de peso, un grupo donepecilo DON administrado con 0.1
mg/100 g de peso, Yy el tercer grupo CBL+DON en las mismas dosis y sustancias que los
grupos anteriores respectivos. La administracion i.p. se realizd6 durante nueve semanas
cada dia, entre un horario de 8-12 hrs de la mafiana; posteriormente se realiz6 la prueba

conductual de “actividad motora en ambiente nuevo y campo cerrado”.
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V.1. DIAGRAMA DE TRABAJO (Fig. 17)
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V.2. PRUEBA DE “ACTIVIDAD MOTORA EN AMBIENTE NUEVO Y CAMPO CERRADO”

Consistio en lo siguiente: los ratones permanecieron en el area de la prueba durante 30
minutos, este tiempo permitié la adaptacion al laboratorio. Esta prueba se realizé a la
misma hora, y bajo las mismas condiciones de iluminacion y temperatura. Los ratones se
colocaron en cajas de acrilico de 44 cm de largo por 22 cm de ancho y 22 cm de altura,
estas cajas tienen instalados 8 pares de fotodiodos en las paredes laterales, de tal forma
gue el movimiento de las extremidades del raton, interrumpe la trayectoria de un haz de luz
infrarroja imperceptible para él; registrando dicha interrupcibn como un movimiento, el
registro se lleva a cabo por medio de un contador electronico computarizado, que permitid
registrar el nUmero de movimientos de los animales en seis intervalos sucesivos de diez
minutos cada uno, de modo que el registro de la actividad motora tuvo duracién de una
hora (Fig. 17), (Flores y cols., 1996). Al finalizar la prueba, se tomd nota del nUmero de
movimientos por ciclo de cada animal, para someterlos a la prueba estadistica de ANOVA
de dos vias, en el programa Graph Pad 4.0.

-——44 cm——-

.

\g Pares de

fotodiodos

> ‘

Actimetro

Fig.18. Caja de actividad motora conectada a un actimetro, la caja tiene dimensiones de 44 cm de ancho por
22 cm de altura, en los laterales tiene pares de fotodiodos infrarrojos, los cuales detectan los movimientos del
animal; el actimetro contabiliza el nUmero de movimientos en el tiempo, se programa previamente para que
guarde los datos durante el tiempo que dure la prueba.
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V.3. TINCION DE GOLGI-COX

Al término de la prueba de actividad motora, se prosiguié a anestesiar cada ratén con una
sobredosis de pentobarbital sédico (60 mg/kg de peso corporal i.p.), el paso siguiente fue
hacer una perfusion intracardiaca, en la que se realiz6 una abertura de piel y masculo para
exponer el corazon; y en el ventriculo izquierdo se hizo la perfusion de los animales, con
aproximadamente 120 ml de solucion salina (0.9%) por cada animal, y remover asi los
eritrocitos. Posteriormente, se removieron los cerebros y se sumergieron en solucién de
Golgi-Cox previamente preparada como se ha descrito con anterioridad (Flores y cols.,
2005). Los cerebros fueron almacenados en la oscuridad por 14 dias, durante los cuales la
solucion de Golgi-Cox se decantd y se cambio al tercer dia y posterior a los 14 dias, se
reemplazo6 por solucion de sacarosa al 30%, en la cual los cerebros permanecieron por 3
dias antes de realizar los cortes histol6gicos. Se prosiguié a hacer los cortes histolégicos
del hipocampo, corteza media prefrontal, nlicleo accumbens, y amigdala con ayuda de un
vibro tomo manual motorizado (Camden Instrument MA752). Las rebanadas de cerebro
fueron de 200 um de espesor. El tejido en rebanadas se mont6é en laminillas previamente
gelatinizadas (gelatina al 2%) y se mantuvieron en camara humeda. Una vez obtenido el
tejido se realizd6 el proceso de revelado, (Gibb y Kolb., 1998). Bajo las siguientes

indicaciones:

(Todo el procedimiento se realiz6 en total oscuridad).

1.- Inicialmente se hizo un lavado en agua destilada durante un minuto.
2.- Se mantuvieron durante 30 minutos sumergidas las laminillas en hidroxido de amonio.
3.- Se realiz6 un lavado con agua destilada durante un minuto.

4.- A continuacién se introdujeron durante 30 minutos en fijador rapido de Kodak para
pelicula fotografica. Se utilizé su dilucion 1:2 con agua destilada.

5.- Se lavaron con agua destilada durante un minuto.
6.- Se deshidrataron con concentraciones crecientes de etanol:
1 minuto con alcohol al 70 %
1 minuto con alcohol al 95 %
5 minutos con alcohol al 100 %
5 minutos con alcohol al 100 %

15 minutos con xileno.
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Posteriormente se montaron y fijaron los cubreobjetos con resina sintética (sintética al 60%
en Xilol, marca Hycel) sobre los cortes ya revelados y cubiertos para su secado en la

obscuridad durante un minimo de 14 dias.
V.4. ANALISIS MICROSCOPICO

Con ayuda de un microscopio 6ptico, que tiene acoplada una camara de video JVC modelo
TK-C1380, se obtuvieron manualmente las reproducciones bidimensionales de cinco
neuronas por cada hemisferio, y por cada area a estudiar, asi como de cada cerebro o
sujeto experimental, (Fig.18). La seleccién de cada tipo de neurona estudiada, se llevo a

cabo, de acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Franklin en el 2001.

RECONSTRUCCION BIDIMENSIONAL DE NEURONAS

Circulos concéntricos

0 1% 2% 3% 4% 5% 6" 77 8% 9% 107

|

=4

Fig. 19. A la izquierda la imagen del microscopio 6ptico con su camara licida. A la derecha se observa la
imagen de una neurona bajo una hoja de mica marcada con circulos concéntricos, cada circulo mide 0.5 cm
con distancia equivalente a 10 um en el microscopio 6ptico, (Sholl, 1953).
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V.5. UBICACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE NEURONAS QUE SE ANALIZARON

Neuronas piramidales en la corteza prefrontal capa Il y capa V (fig.20)

r T
Capas neuronales

La CmPF en murinos se representa
por las areas sombreadas

N

Fig.20. Representacion a la izquierda de los diferentes estratos celulares en la CmPF y la ubicacién de las
neuronas piramidales que les corresponde; a la derecha en el area sombreada de gris, estan las zonas
donde se ubica la CmPF en murinos, de acuerdo al atlas estereotaxico de Paxinos y Franklin en el 2001.
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Neuronas piramidales en la amigdala basolateral (fig. 21)
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Fig.21. Representacion esquematica de la ubicacion de las neuronas piramidales de la amigdala basolateral,
de acuerdo al atlas neurotaxico de Paxinos y Franklin en el 2001.

Ubicacion de neuronas piramidales en el hipocampo dorsal region CA1 (fig. 22)
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Fig.22. Representacion en las zonas sombreadas superiores de la ubicacion de las neuronas granulosas del

giro dentado (a la izquierda), y las piramidales del hipocampo dorsal region CAl (a la derecha) en el
hipocampo, de acuerdo al atlas de Paxinos y franklin en el 2001.
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Neuronas piramidales en el hipocampo ventral region CA1 (fig. 23)

Neuronas piramidales
en el hipocampo ventral, region CA1

Fig.23. Representacion de la zona (oscura), donde se ubican las neuronas piramidales del hipocampo
ventral, region CAL, de acuerdo al atlas de Paxinos y Franklin en el 2001.

Neuronas espinosas medianas en el centro y coraza del nucleo accumbens (fig. 24)

Neuronas espinosas medianas en el centro (C) y
coraza (S) del ntcleo accumbens

Fig.24. Representacion de la zona (en gris) correspondiente al nlcleo accumbens, en la cual se ubican las
neuronas espinosas medianas, tanto del centro, como de la coraza, de acuerdo con el atlas estereotaxico de
Paxinos y Franklin en el 2001.
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V. 6. CRITERIOS GENERALES PARA LA SELECCION DE NEURONAS

Puntos importantes que se deben considerar al seleccionar cada neurona para su posterior
representacion bidimensional (Juarez y cols., 2003; Alquicer y cols., 2008; Juarez y cols.,
2008).

1.- La neurona debe ubicarse en la zona que se decidié dibujar, de acuerdo con el atlas

estereotaxico de Paxinos y Franklin en el 2001.

2.- El tipo de neurona se elige dependiendo de su forma fisica caracteristica, ademas de su

ubicacion, ya sea piramidal, espinoza mediana, granular etc.

3.- La neurona debe visualizarse completamente, se logra con una buena calidad de

tincion Golgi-Cox.
4.- La neurona a elegir no debe tener dendritas quebradas o incompletas.

5.- Se deben dibujar tanto el soma de la neurona como las dendritas (seleccionadas de
acuerdo al protocolo de investigacion) encontradas en el primero y segundo plano de la

imagen al microscopio 6ptico.

Obtenidos los dibujos, se prosigui6 a la aplicacion del analisis de Sholl.

V.7. ANALISIS DE SHOLL

Consisti6 en identificar el orden de cada dendrita con lapices de colores diferentes,
identificAandose como de primero, segundo, tercero, hasta n orden, posteriormente se
coloc6 una plantilla (Fig. 18) transparente que cuenta con una serie de circulos
concéntricos, de los cuales el circulo del centro debe coincidir con el soma, y de ésta
manera se determind el nUmero de dendritas que intersectaron cada uno de los circulos;
estos fueron los datos que se sometieron posteriormente al analisis estadistico. El analisis
de Sholl antes descrito, nos arroj6 datos para medir tres parametros principales en cada
neurona analizada: el primero es la “longitud dendritica total”, que se refiere a la longitud
total que alcanz6 cada neurona, ademas de todas las intersecciones posibles que pueden
coexistir en un solo circulo de medida, y que refleja la densidad de la “arborizacion

dendritica” (segundo parametro medido), el tercer parametro estudiado es la “longitud
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mayor alcanzada por orden dendritico”, en la que podemos identificar cuanto se alargo, o
bien se contrajo un conjunto de dendritas del mismo orden, (Gibb y Kolb, 1998; Sholl,
1953).

La “densidad de espinas dendriticas” se obtuvo al tiempo que se termin6 de dibujar cada
neurona, identificamos la dendrita mas distal de la neurona, y se dibujaron las espinas
ubicadas en 10 um (distancia equivalente a 1.8 cm) de segmento dendritico, y por ultimo
se contabilizaron para su posterior analisis estadistico (Juarez y cols., 2003; Alquicer y
cols., 2008; Juarez y cols., 2008).

V.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se llevé a cabo en el programa GraphPad Prism version 4.00, donde analizamos los datos
obtenidos tanto de la actividad motora y los del analisis de Sholl. Especificamente para los
parametros de, densidad de espinas, y longitud total, se utilizé la prueba estadistica de
ANOVA de una via, junto con una prueba post hoc NKS (Newman-Keuls Multiple
Comparison Test, por sus siglas en inglés); para los datos que correspondieron a la
actividad motora, arborizacién, y a la longitud por orden, aplicamos la prueba de ANOVA
de dos vias, y se aplico la prueba post hoc de Bon ferroni, todos los resultados se

consideraron significativos si resultaron con una P<0.05.

V1. RESULTADOS
VI.1. ACTIVIDAD MOTORA

Actividad motora, en (A) de la figura 25, los datos mostraron que, la conducta
exploratoria aumento tanto en los tres grupos experimentales de DON (0.1 mg), CBL
(0.1 g), y en el combinado CBL+DON (0.1g+0.1mg) frente al grupo control (F3 168= 4.01,
P<0.0001), sin embargo entre ellos no hubo diferencias, es decir, la terapia combinada
tuvo el mismo efecto que las monoterapias (Fis5168=0.19, P=0.99). Se aplic6 ANOVA de
dos vias seguida de la post-hoc de Bonferroni. En (B) de la misma figura, se muestra un
histograma, con el registro de los movimientos totales para cada grupo en 60 minutos

gue durd la prueba.
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Fig. 25. En (A) se presentan los registros de la actividad motora cada diez minutos, y en
(B) el registro del nimero total de movimientos en 60 minutos de duracion de la prueba.
Los grupos experimentales aumentaron la actividad exploratoria frente al grupo control
(P<0.0001), méas no hubo diferencias entre ellos.

VI.2. RESULTADOS MORFOLOGICOS

A continuacion se presentan los resultados sobre los cambios morfolégicos encontrados

para las neuronas que se analizaron en cada region cerebral.
VI.2.1. Morfologia de las neuronas piramidales en la corteza media prefrontal, capa lll

En la Figura 26 observamos los resultados del analisis de Sholl en las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal capa Ill. En (A) se muestra la arborizacion de las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal capa lll, la terapia combinada de CBL+DON
(0.1g/0.1mg), gener6 aumento sumatorio significativo de las intersecciones dendriticas
respecto al grupo control, y también frente a los grupos con monoterapia de DON (0.1 mg)
y CBL (0.1 g) (F3840=103.30, P<0.0001). También observamos que el aumento significativo
de las intersecciones dendriticas se registré en los circulos 5 al 16 (recuadro dentro de la
grafica en A), (ANOVA de dos vias, seguida de la post-hoc Bonferroni). En (B) se observa
el aumento significativo de la longitud dendritica total para cada grupo experimental,
recalcando el efecto sumatorio del grupo experimental con la terapia combinada (ANOVA

de una via seguida de la post-hoc Newman-Keuls, (F3 356=23.89, P<0.05).

En la figura 27 observamos los resultados en los parametros de la longitud por orden
dendritico en (A), y en (B) la densidad de espinas distales dendriticas; en el caso de la

longitud por orden, el andlisis de Sholl arrojé6 aumento significativo de la longitud por orden
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para el grupo con terapia combinada de CBL+DON (0.1g/0.1mg) frente a todos los demas
grupos experimentales, incluyendo al control; éste aumento de la longitud dendritica se
presenté en los ordenes 2° al 4° (ANOVA de dos vias seguida de una post-hoc de
Bonferroni, F3 25,=15.71, P<0.0001), los grupos experimentales con la monoterapia, no
demostraron diferencia significativa de su longitud por orden frente al grupo control, ni entre
ellos. Respecto a la densidad de espinas distales (en B de la misma Figura 26), los tres
grupos experimentales aumentaron la densidad de espinas frente al control (F3 3= 6.418,
P<0.05), pero sin mostrar diferencia estadistica entre ellos (ANOVA de una via seguida de

una post-hoc Newman-Keuls).
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Fig. 26. En (A) se presenta la arborizacion registrada en las neuronas piramidales de la
CmPF capa lll, en (B) la longitud dendritica total para cada grupo experimental. Las letras
a, b, ¢, y d en la grafica de longitud total indican diferencia significativa entre los grupos
(P<0.0001).
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Fig. 27. En A se presentan los datos de longitud por orden dendritico para las neuronas
piramidales de la corteza prefrontal capa Ill, observamos que la mayor longitud por orden,
la alcanzo el grupo experimental con la terapia combinada; a la derecha en B, se observan
los resultados de la densidad de las espinas distales para la misma region, en los cuales, la
densidad aumento para los tres grupos experimentales frente al control, pero sin mostrar
diferencia estadistica entre ellos, es decir, que la densidad de espinas no mostro el efecto
farmacologico aditivo en el grupo combinado (P<0.05).
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VI.2.2. Resultados morfolégicos en las neuronas piramidales de la corteza media

prefrontal capa V

En la figura 28 inciso (A), se presentan los resultados que arrojo el analisis de Sholl
después de evaluar la morfologia de las neuronas piramidales de la capa V en la corteza
prefrontal; en cuanto al parametro de arborizacion, los datos mostraron que los tres grupos
experimentales aumentaron su arborizacion dendritica frente al grupo control (ANOVA de
dos vias F3 g40= 38.39, P<0.0001); al someter los datos a la prueba post-hoc de Bonferroni,
observamos de forma exhaustiva que el grupo combinado CBL+DON (0.1g/0.1mg)
aumento significativamente su arborizacion especificamente a nivel de los circulos N° 10 al
13 frente a los grupos con monoterapia y el grupo control; de la misma forma, el grupo CBL
aumento significativamente (P<0.0001) sus intersecciones dendriticas sélo a nivel de los

circulos N° 3 al 5 frente al grupo control.

En el inciso B de la misma figura 28, se reportan los resultados de la longitud total
dendritica en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal capa V, en la que se
observa que no los grupos experimentales no fueron diferentes estadisticamente frente al
grupo control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 2=
87.55, P= 4656) puede observarse cierta tendencia al aumento por parte del grupo que

recibio la terapia combinada de ambas drogas, sin embargo, no alcanzo la significancia.

En cuanto al pardmetro de longitud por orden (figura 29 inciso A), se demostré que la
terapia combinada de ambas drogas, aumentd significativamente la longitud por orden
frente a los grupos experimentales con monoterapia, y frente al grupo control, lo cual
demuestra el efecto sumado de la aplicacion de la terapia combinada en éste parametro;
obtuvimos los resultados descritos, tras el tratamiento de los datos con una ANOVA de dos
vias, seguida por la prueba post-hoc de Bonferroni, (Fs 196= 4.58, P<0.0001). Respecto a la
densidad de espinas en (B) de la figura 29, no se encontraron diferencias estadisticas en
los grupos experimentales ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-
Keuls, F325= 1.206,P=0.3281).
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Fig. 28. En A observamos el comportamiento de los datos en cuanto a la arborizacion
generada en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal capa V, en la que el grupo
combinado aumenté sus intersecciones frente a los grupos con monoterapia en los circulos
N° 10 al 13 (P<0.0001). En caso de la longitud total, no cambi6 para ninguno de los tres
grupos experimentales frente al control.
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Fig. 29. En (A) observamos los datos evaluados en cuanto al parametro de longitud por
orden dendritico en la CmPF capa V, el cual se demostro el efecto sumatorio de la terapia
combinada frente a las monoterapias de ambas drogas (P<0.0001); y en (B) observamos
gue la densidad de espinas no sufrio cambios con las monoterapias, ni con la combinacion
de ambas.
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VI.2.3. Resultados morfolégicos en las neuronas piramidales de la amigdala
basolateral

En la figura 30 se presentan los resultados del andlisis de Sholl, aplicado a las neuronas
piramidales de la amigdala basolateral, en A se muestra la arborizacion dendritica, en la
cual no hubo diferencias estadisticas de los grupos experimentales frente al grupo control
(Foo sss= 1.17, P= 0.1433), sin embargo, al aplicar la prueba post-hoc de Bonferroni tras el
ANOVA de dos vias, se observaron diferencias estadisticas puntuales, manifestadas por el
aumento de las intersecciones en los circulos 4, 6, 7, y 13 para el grupo de CBL frente al
control, y el de la terapia combinada también frente al control, lo cual sugiere cierta
tendencia de la terapia combinada al aumento de la arborizacion en mayor grado que las
monoterapias (Fso ses= 590.94, P<0.0001). Para el caso de la evaluacion del parametro de
longitud total dendritica, en (B), ni la monoterapia de cada droga, ni su combinacion
ejercieron cambios morfolégicos (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc
Newman-Keuls, F3 5= 1.146, P= 0.3478).

Respecto a los parametros de longitud por orden dendritico, y densidad de espinas para las
piramidales de la capa V en la CmPF, tenemos que, la longitud por orden en (A) figura 31,
no cambié estadisticamente la longitud en los tres grupos experimentales frente al control,
sin embargo ocurrié algo singular, observamos que los tres grupos experimentales
aumentaron la longitud dendritica a nivel del 4° y 5° ordenes, no asi para los demas
ordenes registrados, de hecho la linea de cada grupo tratado se recorrié un orden en la
grafica; encontramos éstos resultados puntuales, al aplicar la prueba post-hoc de
Bonferroni tras la ANOVA de dos vias F3 165= 0.79, P<0.05). Respecto a la densidad de
espinas en (B) de la figura 30, no hubo cambios estadisticos de los tres grupos
experimentales frente al grupo control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc
Newman-Keuls, F326=1.111, P= 0.3625).
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Fig. 30. Datos de arborizaciébn en (A), y los de longitud dendritica total en (B), para
neuronas piramidales de la amigdala basolateral. Parametros que no cambiaron
estadisticamente tras los tratamientos.
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Fig. 31. Resultados en los parametros de longitud por orden en (A), y densidad de espinas
en (B), de neuronas piramidales de amigdala basolateral, para los cuales, no se
encontraron diferencias estadisticas.
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VI.2.4. Resultados morfoldgicos en las neuronas piramidales de laregién CAl en el

hipocampo dorsal

En la figura 32 se reportan los resultados en cuanto a la arborizacion inciso (A), donde las
intersecciones dendriticas disminuyeron significativamente con la monoterapia de CBL
(0.1g) y la combinada CBL+DON (0.1g/0.1mg), en el caso de la monoterapia con DON,
éste mantuvo sin cambios la arborizacion dendritica frente al grupo control. Resultados
encontrados tras la aplicacion de la ANOVA de dos vias, seguida de la prueba post-hoc de
Bonferroni (F3 756= 26.74, P<0.0001). Con respecto a la longitud dendritica total en (B) de la
figura 32, se confirman los resultados de arborizacion, al demostrarse la disminucion de la
longitud total dendritica en el grupo de CBL y el combinado, frente a los grupos control y
DON ( ANOVA de una via, seguida de la prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 3= 9.916,
P<0.0001).

En la figura 33 se presentan los resultados en la evaluacion de los parametro de longitud
por orden dendritico en (A), y los de la densidad de espinas distales (en B), en cuanto al
primero, se observé sélo una disminucion puntual de la longitud para los tres grupos
experimentales frente al grupo control, a nivel del 4° y 5° ordenes, (ANOVA de dos vias
seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni, F7 224= 290.87. P<0.05); y con respecto a la
densidad de las espinas, se observa en (B) de la figura 33, que Unicamente el grupo DON
aumento la densidad frente al grupo control y a los deméas grupos experimentales ( ANOVA
de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 28= 10.33, P<0.0001).
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Fig. 32. Resultados de los cambios morfologicos de arborizacién en (A) presentados en las
neuronas piramidales del hipocampo dorsal region CAL, asi como los de longitud total
dendritica en (B), la cual disminuy6 en los grupos de CBL y el combinado (CBL+DON),
(P<0.0001).
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Fig. 33. Resultados morfoldgicos de los cambios en la longitud por orden dendritico en (A)
presentados por las neuronas piramidales del hipocampo dorsal en la region CAl, en la
gue solo hubo cambios a nivel del 4° y 5° ordenes; ademas de los cambios presentados en
la densidad de espinas en (B), los cuales demostraron aumento de espinas tras el
tratamiento con DON frente al grupo control, no asi en los demas tratamientos
experimentales (P<0.0001).
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VI.2.5. Resultados morfoldgicos registrados en las neuronas piramidales del

hipocampo ventral regiéon CAl

En la figura 34 observamos que la arborizacion dendritica en (A) no presentd cambios
estadisticos significativos para ninguno de los tres grupos experimentales frente al grupo
control (ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni F3 10s= 0.0758,
P= 0.9729). Respecto a la longitud total por orden dendritico en (B), tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales y el grupo control
(ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 2= 0.2049, P=
0.8918).

En la figura 34, presentamos los resultados en cuanto a la longitud por orden dendritico (A),
en los cuales no se encontraron cambios de longitud de los tres grupos experimentales
frente al control (ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni, F3 =
0.9433, P= 0.4216). En cuanto a la densidad de espinas en B de la misma figura, se
observo que los tres grupos experimentales aumentaron la densidad de sus espinas frente
al control (ANOVA de una via, seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls F3 3=
11.02, P<0.0001); sin embargo, no se registré diferencia estadistica del grupo combinado
CBL+DON (0.1g/0.1mg) frente a los demas grupos experimentales y el grupo control, a

pesar de que visualmente se observa tendencia al aumento.
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Fig. 34. Resultados de la arborizacion dendritica en las neuronas piramidales del
hipocampo ventral region CA1, inciso (A), en la cual no se encontré diferencias entre los
tres grupos experimentales frente al grupo control. Respecto a la longitud total de ésta
misma regidén, tampoco se encontraron cambios de longitud total, en los grupos
experimentales frente al control.
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Fig. 35. Resultados de la lontigud por orden dendritico, en neuronas piramidales de la
region CA1l en el hipocampo ventral (A), en las cuales, no se encontraron diferencias
significativas de los grupos experimentales frente al grupo control. En (B) presentamos los
resultados de la densidad de espinas dendriticas, en la cual hubo aumento significativo del
namero de espinas para los tres grupos experimentales frente al grupo control (P<0.0001),
aunque se observa cierta tendencia del grupo combinado al aumento, sin haber sido
significativo.
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VI.2.6. Resultados de la morfologia estudiada sobre las neuronas granulosas del giro

dentado en el hipocampo.

De la figura 36 e inciso (A) presentamos los resultados del niumero de intersecciones
dendriticas resultantes, parametro que demostro aumentar en los circulos N° 9 al 19, para
el grupo combinado CBL+DON (0.1g/0.1mg) frente al grupo control, de igual forma, para el
grupo que recibié la monoterapia de DON (0.1mg) aumento la arborizacion dendritica en
comparacion con el grupo control (ANOVA de dos vias seguida por una prueba post-hoc de
Bonferroni, F3 754= 53.25, P<0.0001). Respecto al pardmetro de longitud total dendrittica en
(B), no se encontraron cambios estadisticos de los grupos experimentales frente al grupo
control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 2s= 1.356,
P=0.2765).

En la figura 37 inciso (A), se presentan los resultados de la longitud por orden dendritico,
en los cuales, los tres grupos experimentales aumentaron su longitud frente al grupo control
(ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni, F3 168= 5.33,
P<0.0001) pero sin haberse registrado alguna diferencia estadistica entre ellos. Respecto a
la densidad de espinas en el inciso (B), todos los grupos experimentales aumentaron su
densidad frente a la del grupo control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc
Newman-Keuls, F3; 23=26.01, P<0.0001); ademas, en éste parametro si hubo diferencias
entre grupos experimentales, los dos grupos que recibieron monoterapia de DON (0.1mg) y
el de CBL (0.1g) aumentaron significativamente su densidad de espinas frente al grupo
combinado CBL+DON (0.1g/0.1mg) (P<0.05).
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Fig. 36. Resultados de la arborizacion en (A) de neuronas granulosas del giro dentado
hipocampales, en los cuales, los tres grupos experimentales aumentaron su arborizacion
dendritica frente al control, pero sin haberse registrado cambios estadisticos entre ellos
(P<0.0001). En el inciso (B) se observan los resultados de los datos sobre la longitud total
en las mismas neuronas, parametro que no cambio de forma estadistica, aunque se puede
detectar visualmente tendencia al aumento de la longitud del grupo que recibi6 la terapia
combinada.
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Fig. 37. Resultados en el inciso (A) de la longitud por orden dendritico en las neuronas
granulosas del giro dentado, las cuales demostraron aumento de su longitud en los grupos
DON vy el de la terapia combinada CBL+DON frente al grupo control, pero sin haberse
registrado cambios entre ellos. En cuanto a la densidad de espinas en (B), los grupos
experimentales aumentaron su densidad frente al control (P<0.0001), entre ellos tanto la
monoterapia de DON, como la de CBL, aumentaron su longitud de forma significativa frente
al grupo que recibi6 terapia combinda (P<0.0001).
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VI.2.7. Resultados de la morfologia sobre las neuronas espinosas medianas ubicadas
en el centro del nacleo accumbens.

En la figura 38 inciso (A), se registran los resultados arrojados por el andlisis de Sholl en la
arborizacion, la cual demostr6 aumentar bajo el tratamiento con monoterapia de DON
(0.1mg) frente al grupo que recibi6 terapia combinada CBL+DON (0.1g/0.1mg), y frente al
grupo control, especificamente a nivel de los ciculos N° 2 al 4 (ANOVA de dos vias seguida
de una prueba post-hoc de Bonferroni, F3 78,= 15.19, P<0.0001). En cuanto a la longitud
total dendritica en el inciso (B) de la misma figura, no se registraron cambios significativos
de los tres grupos experimentales frente al grupo control (ANOVA de una via seguida de

una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 2= 0.3512, P= 0.7886).

En la figura 39 inciso (A) se registran los cambios encontrados para el parametro de
longitud por orden dendritico, el cual no registr6 cambios estadisticos de los grupos
experimentales frente al grupo control (ANOVA de dos vias F3196= 1.49, P=0.2178), pero al
realizar la prueba post-hoc de Bonferroni se observd un cambio puntual para el grupo de
DON (0.1mg), manifestado por el mayor aumento de su longitud a nivel del 3° orden
dendritico (P<0.05) frente al grupo control. En cuanto a la densidad de espinas en (B) de la
misma figura, no se registraron cambios estadisticos de ninguno de los grupos
experimentales frente al grupo control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc
Newman-Keuls, F32s= 2.868, P= 0.0543).
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Fig. 38. Resultados de la arborizacibn en (A) registrada en las neuronas espinosas
medianas en el centro del nicleo accumbens, la cual aumento en el grupo con DON frente
al grupo control y el combinado (P<0.0001). En cuanto a la longitud total dendritica en (B)
de las mismas neuronas, no se observaron cambios estadisticamente diferentes en los tres
grupos experimentales frente al grupo control.
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Fig. 39. Resultados de la longitud por orden dendritico en (A), sobre las neuronas
espinosas medianas en el centro del nudcleo accumbens, en las cuales aumento la
arborizacion en el grupo DON frente al grupo control, y de igual forma frente al grupo que
recibio la terapia combinada (P<0.0001). En cuanto a la densidad de espinas en (B), no se
observaron cambios en ninguno de los tres grupos experimentales frente el grupo control.
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VI.2.8. Resultados morfologicos sobre las neuronas espinosas medianas en la coraza

del ntcleo accumbens

En la figura 40 inciso (A) se reportan los resultados de la arborizacion dendritica, la cual
aumentd para el grupo experimental con CBL (0.1g) frente al grupo con DON (0.1mg)
(ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni, F3 gi= 12.98,
P<0.0001). En cuanto a la longitud total dendritica en (B), no se registraron cambios
estadisticos en ninguno de los tres grupos experimentales frente al grupo control (ANOVA

de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 3= 2.140, P=0.1122).

En la figura 41 inciso (B) se reportan los resultados de la longitud por orden dendritico,
parametro que estadisticamente no cambié en ninguno de los tres grupos experimentales
frente al grupo control (ANOVA de dos vias seguida de una prueba post-hoc de Bonferroni,
F3224= 1.82, P=0.1450); s6lo a nivel del 3° orden dendritico se registr6 un cambio puntual,
en el que el grupo con DON (0.1mg) y el grupo combinado CBL+DON (0.19/0.1mg)
disminuyeron su longitud de orden en éste punto (P<0.0001) frente al grupo control y el de
CBL (0.1g). En cuanto a la densidad de espinas en (B) de la figura 41, sélo el grupo que
recibio la monoterapia de CBL (0.1mg) aument6 su densidad de espinas frente al grupo
control (ANOVA de una via seguida de una prueba post-hoc Newman-Keuls, F3 2= 3.770,
P<0.05).
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Fig. 40. Resultados de la arborizacion dendritica en inciso (A), para las neuronas espinosas
medianas de la coraza, en el nacleo accumbens, la cual aumenté en el grupo con CBL
frente al grupo con DON (P<0.0001). En (B) de la misma figura, se presentan los resultados
de la longitud total dendritica, la cual no cambié estadisticamente para ninguno de los tres

grupos experimentales frente al grupo control.
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Fig. 41. Resultados de la longitud por orden en (A), en las neuronas espinosas medianas
de la coraza en el nicleo accumbens, la cual no no cambid para ninguno de los tres grupos
experimentales frente al grupo control, se obtuvieron cambios s6lo a nivel del 3° orden
dendritico, en el cual los grupos de DON y el grupo combinado CBL+DON disminuyeron su
longitud de orden frente al grupo control y el de CBL. De igual forma, en (B) se encuentran
los resultados de la densidad de espinas sobre las mismas neuronas, la cual aumenté sélo
para el grupo con CBL frente a los demas grupos experimentales (P<0.05).
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VII. DISCUSION

Para el presente estudio, nuestro objetivo fue aplicar el tratamiento combinado de
DON+CBL a ratones de siete meses durante nueve semanas, para analizar los efectos
sobre la conducta motora y la morfologia, tanto de neuronas piramidales como de las
espinosas medianas; ambos tipos neuronales, involucradas en funciones cognitivas y
conductuales. Se aplicé la prueba de actividad motora en ambiente nuevo y campo
cerrado, la cual evalla los movimientos motores, ademas de un cierto grado de estrés
implicado en la reaccion de los animales a esta prueba (Alquicer y cols., 2008; Juarez y
cols., 2003; Martinez-Téllez y cols., 2009).

El control de la actividad motora en mamiferos como el ratén y el hombre, esté regulado por
interacciones entre factores motivacionales y la actividad neuronal de areas particulares en
el SNC, que incluyen a estructuras como los ganglios basales, sistema limbico, y la
circuiteria cortico-estriatal-palido-pontino; en la cual, se incrementa la liberacion de
dopamina al introducir a los animales en un ambiente nuevo, (Castro-Alamancos, 2003;
Ferndndez-Espejo, 2000; Klarner y cols., 1998; Viggiano y cols,, 2003). A este respecto, el
NAcc (considerado como una interfase limbico-motora) es el centro que regula la actividad
motora generada por estimulos ambientales motivacionales y novedosos, por lo que juega
un papel importante para situaciones adaptativas, al desarrollar una conducta motora

adecuada (Fernandez-Espejo, 2000; Kalivas y Volkow., 2005).

La coraza del NAcc se relaciona con funciones limbicas, ya que tiene aferencias de la CPF,
amigdala e hipocampo., y su centro se encarga de regular la conducta motora tanto en
situaciones de ambiente nuevo, como en conductas de busqueda en la ingesta de drogas
(durante el comportamiento adictivo) ademas de su centro parten eferencias gabaérgicas
hacia el globo palido ventral del talamo, y éste a su vez activa areas motoras de la corteza
(Fernandez-Espejo, 2000; Kalivas y Volkow., 2005).

Una de tantas funciones que se pierden gradualmente durante el envejecimiento humano
es la rapidez y precision para ejecutar acciones motoras e intelectuales, se tiene un
informe actual de un estudio en ratones con envejecimiento acelerado, en el que se sugiere
gue hay una correlacion del envejecimiento con la actividad motora, la capacidad cognitiva,
la emotiva, asi como la regulacion hacia arriba de los genes involucrados en aspectos

inmunologicos del SNC, es decir, conforme aumenta el tiempo de vida, disminuyen estas
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cuatro funciones de forma paralela (Bordner y cols., 2011) lo anterior es consecuencia del

envejecimiento.

El envejecimiento puede ocasionar disminucién de ACh en neuronas colinérgicas de los
nucleos basales, asi como disminucion de la actividad de la AChT en hipocampo y areas
corticales (Gil y cols., 2000), pero no solo en el envejecimiento, sino que ademas, el declive
del sistema colinérgico esta presente en areas como la CPF e hipocampo, hecho
considerado como una de las principales causas de demencia senil y “enfermedad de
Alzheimer” (Buccafusco y Terry, 2004; Casu y cols., 2002; Rosenzweig y Barnes, 2003).
Con base en lo anterior, y respecto a nuestros resultados, tanto el DON como la CBL
aumentan la actividad motora administrandolos por separado, sin embargo, la combinacion
de ambos no tuvo efecto aditivo en esta prueba conductual, para el caso del grupo tratado
con donepecilo, sugerimos que el aumento en la actividad motora se debi6 a la
hiperactivacion del sistema colinérgico a nivel de la corteza y el ndcleo accumbens, de
acuerdo con estudios que sustentan la hipétesis de que el tratamiento con DON ejerce
efecto generalizado por activacion funcional de ACh tanto a nivel central como periférico,

(Hashimoto y cols., 2005; Lopez-Pousa y cols., 2001; Zivin y Pregel, 2008).

Es un hecho que ante un ambiente novedoso, las entradas dopaminérgicas del AVT hacia
el centro del nicleo accumbens aumentan, y la conducta motora ante ambiente nuevo
aumenta por inhibicion de las proyecciones gabaérgicas hacia el talamo, y esta inhibicion
estimula excitadoramente a la corteza motora para ejecutar la locomocién por lo tanto, al
sobreactivarse el sistema colinérgico en mayor grado con el donepecilo, se supera la
inhibicion y entonces aumenta la excitabilidad de la corteza y de la amigdala, que

proyectan hacia el NAcc por ende aumenta la locomocion (Jones y cols.,1992).

En un estudio publicado en el 2005, muestran que, el donepecilo no tiene efecto sobre la
hiperlocomocion inducida en un modelo de raton tratado genéticamente MK-801 (modelo
de esquizofrenia), (Csernansky y cols., 2005); sin embargo en ausencia de patologia, otros
autores en el 2004 observaron que, en primates no humanos envejecidos (saludables), el
donepecilo mejora los porcentajes de precision y retraso en la prueba DMTS (por sus siglas
en inglés: Delayed Matching-to-Sample Task), concluyendo que: tanto animales (hembras y
machos) jévenes como viejos, mejoran el porcentaje de precisién con donepecilo, sélo que
los viejos requirieron mayores dosis para igualar la mejoria de los jévenes (Buccafusco y

Terry, 2004), a este respecto, dado que la prueba DMTS requiere de movimientos motores
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dirigidos, podemos decir entonces que donepecilo mejora la funcidn motora en el
envejecimiento normal y que, como proponen éstos autores, es posible tratar con
donepecilo los déficits en la precision de los movimientos motores dirigidos, asi como los
cognitivos por envejecimiento, sin embargo, y de acuerdo con nuestros resultados, su

posible combinacion con cerebrolisina en ratdn, no potencializa el efecto farmacologico.

El efecto de la CBL administrada (5 ml/kg de peso) durante nueve semanas, a ratones de
seis meses de edad (raton en vias de involucion celular) induce incremento significativo de
la actividad motora frente al grupo control (Juarez y cols., 2011), nuestros resultados
también denotaron el incremento de la actividad motora del grupo tratado con CBL frente al
control, sin embargo para el grupo que se traté con ambos farmacos (DON+CBL), no se
obtuvo el efecto aditivo que se esperaba es decir, si aumenta la actividad motora pero no
es mayor que con el DON o la CBL aplicados por separado. Al analizar tanto la coraza
como el centro del NAcc, no encontramos efectos sobre la neuromorfologia de las

neuronas espinosas medianas en dichas regiones.

El mecanismo de accion propuesto para la CBL es analogo a la de los factores
neurotréficos enddgenos, ya que modifica una o0 mas vias de sefializacion celular para
proteger ante dafio, contribuyendo ademas a la posterior recuperacion funcional. Lo
anterior se ha observado, por la mejoria en el desempefio de tareas cognitivas y de
memoria espacial, aplicadas en modelos (murinos y humanos) de dafo neuronal y
envejecimiento, (Alvarez y cols., 2006; Alvarez y cols., 2011; Doppler y cols., 2008;
Rockenstein y cols., 2007; Ubhi y cols., 2009). A este respecto, se ha generado la hipétesis
del posible efecto de la cerebrolisina sobre la disminucién de la hiperfosforilacion de la
proteina TAU, hecho observado en ratones transgénicos que desarrollan patologia
neurofibrilar y amiloidea; a través de la regulacién de la actividad de la GSK3 (proteina
sintasa quinasa involucrada en el crecimiento y maduracion de las terminales nerviosas, asi
como en el proceso quimico de la fosforilacion de TAU), estos autores observaron ademas
disminucién significativa en la formacion de marafias neurofibrilares y placas de amiloide
con un tratamiento de 2.5 ml/kg i.p durante tres meses, aunado al incremento en la
expresion de la pGSK3p (forma inactiva de la GSK3) asi como decremento en la expresion
de pCDK5 (forma activa), (Ubhi y cols., 2009), sin duda lo anterior prueba el efecto
funcional de cerebrolisina sin embargo, no queda claro en qué punto se modifica la via de

sefalizacion para generar la disminucion en los niveles de fosforilacion, es necesario
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completar esta informacion ya que se estableceria con mayor precision el mecanismo de

accion de la droga.

En el afio 2007 se detectaron por ELISA algunas de las neurotrofinas contenidas en la
cerebrolisina, las cuales son: GDNF, CNTF, IGF-1, IGF-2, NT3, NT4, y LIF (Chen y cols.,
2007) estos autores sefalaron al efecto conjunto de todos los anteriores, para disminuir los
niveles de FGF-2 (factor de crecimiento fibroblastico tipo 2) ya que se sabe que los niveles
altos de este ultimo, contribuyen a la disminucién de la neurogénesis hipocampica,
fendbmeno detectado durante el proceso neurodegenerativo en la EA, por lo que
probablemente, el efecto terapéutico de CBL esté basado en alguna o todas estas vias
aunadas a las aun no descritas, pero de hecho hasta el momento carecemos de evidencias
suficientes para comprender bien cdmo se genera mejoria en la conducta motora y
respecto a los efectos plasticos, resulta mas complejo comprenderlo porque esperabamos

gue se generara un efecto aditivo sin embargo no fue asi.

Por otra parte y siguiendo con los hallazgos de Chen y colaboradores en el 2007, la
presencia del IGF-1 en la cerebrolisina podria jugar una importante funcién en el efecto
farmacoldgico de ésta droga, debido a que es un factor de crecimiento que tiene una
participacion central durante el desarrollo embrionario y en la homedstasis del sistema
nervioso en etapa adulta, lo anterior a través de mecanismos endocrinos, autocrinos, y
paracrinos. Este factor también se asocia con la pérdida del sentido de la audicién y la
disminucién de su concentracion sérica en ratones y humanos con el paso de la edad, por
lo cual al aplicar terapia recombinante de este factor se mejoré la audicion en un modelo de

ratén envejecido con déficit de audicion (Murillo-Cuesta., 2011).

Se tiene evidencias de que el sistema de sefalizacion del IGF-1 es también deficiente en
ratones viejos (Muller y cols., 2001), a este respecto se ha probado el tratamiento con IGF-
1 humano administrado a un modelo de envejecimiento acelerado en ratdon (con
desbalance entre IGF-1 y la hormona GH), el tratamiento generd retardo del
envejecimiento, asi como aumento de la longevidad de estos animales al restaurar el
balance entre IGF-1y la GH (Marifio y cols., 2010).

Otra neurotrofina presente en la cerebrolisina es el CNTF (factor neurotréfico ciliar, por sus
siglas en inglés), el cual es importante en procesos de reparacion neuronal, cabe

mencionar que la concentracidon de CNTF en el SNC disminuye con el paso de la edad
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(Guillet y cols., 1999) hecho que se relaciona con la denervacion muscular que ocasiona
déficits en la disminucion de la fuerza muscular en el anciano. Aunado a lo anterior se sabe
ademas que, el CNTF tiene efectos benéficos como tratamiento en un modelo de raton
transgénico Tg2576 de Alzheimer ya que mejoré la memoria en estos roedores, (Garcia y
cols., 2010). Cerebrolisina contiene también neurotrofinas como la NT4 y NT3, (Chen y
cols., 2007), aunque en menores cantidades que CNTF, IGF-1, 6 IGF-2, cabe destacar que
NT3 es una molécula que tiene efectos fisiologicos similares a los del BDNF, ya que tiene
funciones especificas en procesos mnemoénicos asociados con enfermedades
neurodegenerativas como EA, y EP promoviendo la sobrevivencia de poblaciones neurales
especificas afectadas bajo éstas condiciones (Cunha y cols., 2010), de igual forma se le
atribuye a NT3 cierto participacion como promotora en la diferenciacion de neuronas
colinérgicas (Brodski y cols., 2000).

Es necesario recalcar que, al cortex prefrontal no sélo se le atribuyen funciones cognitivas y
mnemonicas sino también se relaciona con el buen funcionamiento de los movimientos
voluntarios asi como en el aprendizaje de habilidades motoras, ya que los axones de las
neuronas piramidales de la capa V en esta region, forman fibras de proyeccién hacia la
médula espinal, el talamo, ganglios basales, cerebelo, y tallo cerebral; cabe resaltar la
enorme importancia de tipo limbico-cognitiva que recientemente se atribuye a dicha
circuiteria en la cual sus proyecciones pasan por regiones limbicas como corteza media
pre-frontal, area ventral tegmental, hipocampo y amigdala cerebral, todo esto para evaluar
correctamente la informacion, y asi generar respuestas motoras adecuadas, de acuerdo
con la informacién sensori-motora y emocional que haya entrado de inicio al circuito
(Quirdz-Padilla y cols., 2010; Haegelen y cols., 2009; Attox y Nelson, 2007; 2006; Mufioz-
Yunta y Palau-Baduell, 2004).

A este respecto es un hecho que las neuronas corticales de la CPF participan activamente
en la consolidacion de la memoria, razén por la cual, el efecto benéfico de la CBL sobre las
funciones cognitivas es sobresaliente. Las neuronas piramidales de la CPF junto con las de
corteza entorrinal e hipocampo disminuyen con el paso de la edad, aunque esta
disminucién no es significativa en condiciones normales, tampoco es requisito necesario
para desarrollar la EA ademas se presenta reduccion en el tamafio del soma, asi como
retraccion del arbol dendritico entre otras caracteristicas, tanto para murinos, primates

envejecidos y humanos envejecidos (Bano y cols., 2010; Kolb y cols.,1998;), ademas
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resulta interesante el hecho de que éste fendmeno estructural se presenta en las primeras

etapas sintomaticas de la EA en humanos (Morrison y Hof., 1997).

Por otra parte se sabe que en ratas de mediana y avanzada edad el proceso de
envejecimiento reduce la capacidad plastica de las neuronas de la CmPF para adaptarse
conductualmente a los cambios del medio ambiente (Bloss y cols., 2011), de acuerdo a lo
anterior y a nuestros resultados, la terapia combinada de cerebrolisina y donepecilo
aplicada después de la madurez aumenta la plasticidad del &rbol dendritico en las
piramidales tanto de la capa Ill como de la capa V.

Como se demostro en afios 90°s “el mantenimiento, aumento o disminucion cuantitativa de
la longitud total de las dendritas neuronales se traduce en mantenimiento, aumento, O
disminucién en el namero total de las sinapsis, independientemente de la densidad de
espinas” (Kolb y cols., 1998), con respecto a nuestros resultados sobre la corteza
prefrontal, concluimos que el tratamiento combinado de ambos farmacos durante la etapa
posterior a la madurez, ejerce efecto farmacologico aditivo dirigido al aumento de la
comunicacién sinaptica en la corteza prefrontal (region encargada del buen funcionamiento
de la memoria), y se sabe ademas que este efecto positivo también se obtiene en
condiciones patoldgicas, al aplicar el mismo tratamiento a pacientes humanos con EA, ya
gue ejerce mejoria cognoscitiva tras evaluarlos con la prueba neuropsicolégica ADAS-cog a
las 28 semanas de tratamiento (Alvarez y cols., 2011).

En el trabajo de Juarez y colaboradores de este 2011 proponen que, el tratamiento con
cerebrolisina puede revertir los efectos motores y cognitivos del envejecimiento, nosotros
coincidimos con esta conclusion ademas de que, la terapia combinada con donepecilo tiene
efecto farmacologico aditivo sobre la corteza prefrontal y por lo tanto, proponemos que: “la
terapia combinada de donepecilo+cerebrolisina, aplicada durante la etapa adulta mantiene
la arborizacién dendritica que se pierde a nivel de la corteza prefrontal, ya que a partir del
periodo adulto los seres humanos gradualmente presentan mayor susceptibilidad a los
efectos deletéreos por envejecimiento, por supuesto, esta propuesta podria ser un poco
incipiente, ya que es preciso saber (entre otros factores) durante cuanto tiempo, y cuantas
veces seria necesario aplicarlo a una persona madura en vias de entrar a la etapa senil,
para asi, evitar el deterioro cognitivo por la edad avanzada, y en el mejor de los casos,

evitar la neurodegeneracion progresiva.
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La amigdala basolateral fue otra de las regiones que analizamos, especificamente las
neuronas piramidales, en las cuales nosotros no registramos cambios morfolégicos en los
parametros estudiados de longitud dendritica y densidad de espinas. Se sabe por
investigaciones previas que, la amigdala se comunica a través de eferencias con CPF, HV,
y el NAcc a su vez, le llegan aferencias de CPF y el tAlamo (Bouwmeester y cols., 2002),
por lo que se encarga de la modulacion de respuestas motoras y viscerales rapidas ante
situaciones adversas, ademas se sabe que, las conexiones reciprocas que mantiene con la
CPF también modulan la toma de decisiones en procesos emocionales (Martinez-Selva y
cols., 2006; Pape y Pare, 2009).

El envejecimiento sobre las neuronas piramidales de la ABL causa un aumento progresivo
de su arborizacion (efecto no influenciado por el sexo del animal) es decir, parece que el
paso de la edad no afecta el buen funcionamiento de la ABL, lo que se sabe hasta ahora,
es que puede ser una respuesta compensatoria por pérdida dendritica en otras regiones
como en la corteza o el tAlamo (Ruvinow y cols., 2007), ademas en la rata macho vieja, se
mantienen eficientes las interacciones entre el hipocampo y la ABL (Ruvinow y cols., 2007),
por lo tanto, y de acuerdo con nuestros resultados, al encontrar mayores niveles de
arborizacién en el tratamiento combinado en la CPF lo mas logico seria que las piramidales
de la ABL también aumentaran su arborizacion en respuesta a la estimulacion tréfica
(combinaciéon CBL+DON), sin embargo no fue asi ya que se mantuvo casi intacto el arbol
dendritico de las piramidales en la ABL, el NAcc, y el HV; hecho resultante para los tres

grupos experimentales del presente reporte (DON, CBL, y DON+CBL).

Concluimos entonces que, tanto la monoterapia de las drogas por separado, como la
terapia combinada de donepecilo+cerebrolisina en etapa de adulto mayor, mantiene
estables los circuitos que tienen que ver con funciones emocionales y de aprendizaje tales

como los establecidos por las piramidales de la AB, HV, y CPF.

En un modelo murino del “sindrome de Reet”’ la CBL recupera la pérdida del nimero de
neuronas en hipocampo y corteza (Doppler y cols., 2008), de igual forma en otros modelos
de neurodegeneracion como EA se observa mejoria en las funciones cognitivas de
animales y en humanos (Panisset y cols., 2001; Radzivil y Bashini, 2006; Rokenstein y
cols., 2006; Tesseur y cols., 2006; Damulin y cols., 2008; Ladurner y cols., 2005; Riley y
cols., 2006).
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El efecto del donepecilo ante dafio inducido en diversos modelos de neurodegeneracion
también tiene efectos positivos hacia la recuperacion sinaptica y funcional (Zivin y Pegrel,
2008; Knobloch y Mansuy, 2008; Alvarez y cols., 2006; Alvarez y cols., 2011).

Durante el proceso de envejecimiento normal se ha detectado declive de la “funcién
respiratoria mitocondrial”, con su consecuente incremento de estrés oxidativo, durante este
ultimo proceso, se liberan especies reactivas al oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),
gue son moléculas responsables de inducir dafio neuronal; el aumento de estas ROS
favorecen la oxidacion de proteinas y el acimulo de mutaciones dafiinas en el ADN. Estos
procesos moleculares, son los que detonan el proceso de envejecimiento, entonces el
simple hecho de envejecer conlleva riesgo de sufrir algin tipo de neurodegeneracién como
el de la EA (Meissner, 2007; Mattson y Magnus, 2006; Chen-Lee y Huei-Wei, 2001; Mattson
y Limke, 2005). Otra consecuencia del estrés es la per-oxidacion de lipidos, que se
incrementa bajo condiciones de estrés como en la hipoxia, isquemia cerebral, y en
enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus (Mattson y cols., 2009), debido a que
esta Ultima es una enfermedad que tiene efectos crénicos de acidosis debido precisamente
a la per-oxidacion de lipidos por hipoglucemia en el ratén, se tienen reportes del efecto
protector de CBL ya que impide éste tipo de reacciones oxidativas (Patockova y cols.,
2003).

La espinogénesis en las neuronas de la corteza entorrinal e hipocampo (principalmente)
disminuye significativamente en condiciones patolégicas neurodegenerativas como en la
EA (Penzes y cols., 2011; Knobloch y Mansuy, 2008), pero ademas se tienen reportes de
que, durante el proceso de envejecimiento, también hay pérdida de espinas dendriticas
(aunque no en mayor grado como en los procesos patoldgicos), observado tanto en
humanos como en modelos animales de envejecimiento (Penzes y cols., 2011; Dimitriu y
cols., 2010; Pérez-Cruz y cols., 2011; Duan y cols., 2003).

Nuestros resultados no evidenciaron efecto alguno sobre la densidad de espinas en
ninguna de las regiones estudiadas, a excepcion de que, en el HD CAL, el DON aumentoé la
densidad de espinas, en comparacion con los demas grupos experimentales; sabemos que
DON administrado por separado, aumenta la densidad de espinas en corteza prefrontal,
hipocampo y nucleo accumbens de rata Sprague dawly con 10 y 12 meses de edad
(Alcantara y cols., 2010), probablemente el DON no tuvo efecto en CPF y el NAcc, debido a

gue en el presente estudio, usamos ratones que oscilaron en los 7 meses de edad, aunque
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existe un reporte en el que dieron a jovenes humanos y sanos un tratamiento con
donepecilo oral 5 mg/dia en los que se observaron mejoria de la memoria episédica, y la de
tipo visuoespacial, resultados basados en pruebas neuropsicoldgicas aplicadas después de
tan sélo 90 min y 210 min de la ingesta del farmaco (Zaninotto y cols., 2009).

Pese a lo anterior hemos observado que, existen mayor niumero de reportes (ya citados
anteriormente) del efecto de ambos farmacos en procesos con patologia
neurodegenerativa, de hecho hasta ahora no hay reportes que puedan sustentar los
mecanismos de los efectos tréficos de ambos medicamentos, tanto en “condiciones de
envejecimiento normal” y “condiciones patolégicas”, por lo pronto concluimos que en

condiciones normales modulan, y en condiciones patolédgicas re-establecen las sinapsis.

Aunado a todo lo que hasta ahora hemos discutido sobre ambas drogas se atribuye al
donepecilo un “efecto de tipo tréfico”, el cual se ha observado por su posible “efecto
protector ante apoptosis inducida” en cultivos de tejido neuronal (Takada-Takatori y cols.,
2009; De Bartolo y cols., 2009; Noh y cols., 2009; Takada-Takatori y cols., 2008; Takada-
Takatori y cols., 2003), ademéas de que re-establece la potenciacion de largo plazo
reprimida por el péptido B-amiloide 1-42 en el hipocampo de rata (Kapai y cols., 2010). A
este respecto, insistimos en hacer notar que, a pesar de la evidencia de los efectos
neuroprotectores de donepecilo ante dafio neuronal, no se ha determinado el mecanismo
molecular por el cual se llevan a cabo sin embargo, es posible atribuir de forma indirecta
una posible estimulacién tréfica para re-establecer las sinapsis que se pierden por efecto
del envejecimiento, lo anterior debido a que hay un reporte en el que se sugiere el posible
aumento de los niveles séricos de BDNF por el donepecilo, en pacientes con EA de primera
etapa (Leyhe y cols., 2008).

Por otra parte, se ha observado que, niveles altos de la enzima AChE se encuentran
expresados en neuronas no colinérgicas del hipocampo durante etapas tempranas de
desarrollo en los conos de crecimiento dendritico, y también durante la regulacion de
formaciones sinapticas, esto es independiente de su accién catalitica (Dong y cols., 2004),
por lo tanto la inhibicion de esta enzima, puede inducir la reduccion en el tamafio de las
dendritas en neuronas del hipocampo durante estadios tempranos de su desarrollo (aunque
este mecanismo de accion aun no es claro), respecto a lo anterior, podriamos entonces
sugerir que es posible que DON haya contribuido a la disminucién de la arborizacion y la

longitud dendritica total en el HD CAL1 sin embargo, tenemos evidencias (Alcantara y cols.,



2010), de que el efecto es contrario en la aplicacién de la monoterapia con donepecilo por
lo tanto, sugerimos que hay una, o mas reacciones de interaccion que desconocemos y

gue arrojaron los resultados que obtuvimos.

En nuestro modelo no hay dafio neuropatologico fibrilar, sino principios de envejecimiento
celular, y tal vez en ratones transgénicos (modelo de EA) si se encuentre algun efecto
marcado hacia el incremento de la conducta motora, y la arborizacidén por recuperacion de
neuronas en proceso neurodegenerativo, tal como ocurre en diversos modelos
experimentales de patologia neurodegenerativa (antes mencionados), en los cuales tanto el
donepecilo como la cerebrolisina tienen un marcado efecto hacia la recuperacion sinaptica

y la neuroproteccion.
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VIIl. CONCLUSIONES

El tratamiento combinado de DON+CBL por nueve semanas, en ratones de siete meses:

v" No genero efecto farmacoldgico aditivo sobre la actividad motora.

v' Tuvo efecto farmacologico so6lo a nivel de la corteza prefrontal aumentando la
arborizacion, la longitud total y el orden dendritico de sus neuronas piramidales.

v Disminuyé la arborizacion, la longitud total y el orden, en neuronas piramidales del
HD CALl.

v No tuvo efecto sobre la neuromorfologia de las regiones: VH CA1, GD, y Nacc.

v" No tuvo efecto sobre la densidad de espinas dendriticas en ninguna de las regiones

estudiadas.
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IX.PERSPECTIVAS

v' Aplicar el mismo diseflo experimental a ratones transgénicos (con dafio
neurofibrilar), y con edad mayor a 7 meses (por ejemplo a los 18 meses) seria
interesante, ya que nuestro modelo se refiere a la degeneracion por involucion, y no

por acumulacién de TAU o APP.

v' Sumar a los parametros a estudiar, la morfologia de las espinas dendriticas ya que,
nos daria mas bases para interpretar lo que esta sucediendo en la plasticidad

sinaptica de nuestro experimento.

v Es necesaria la investigacion molecular de los efectos farmacodinamicos implicados
en la interaccién de ambas drogas ya que, el estudio de la morfologia neuronal no es
suficiente para determinar si es viable o no la aplicacibn a humanos de este

tratamiento.
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Fotomicrografias

F1. Neuronas piramidales de la corteza media prefrontal capa Il (20um).

CBL - DON+CBL

F2 Espinas distales en neuronas piramidales de la CmPF capa Il (5um)

VEH
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F3. Neuronas piramidales en la corteza prefrontal capa V (20um)
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F5. Neuronas piramidales de amigdala basolateral (20um)

DON+CBL

DON+CBL




F7. Neuronas piramidales del hipocampo dorsal region CA1 (20um)

DON+CBL
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F9. Neuronas piramidales del hipocampo ventral region CA1 (20um)

DON+CBL
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F11. Neuronas granulosas del giro dentado en hipocampo (20um).

DON+CBL

F12. Espinas distales en neuronas granulosas de GD (5um)

DON+CBL
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F13. Neuronas espinosas medianas en el centro del nucleo accumbens (20um)

.

DON+CBL

F14. Espinas distales de neuronas espinosas medianas en el centro del NAcc (5um)
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F15. Neuronas espinosas medianas en la coraza del ndcleo accumbens (20um)

L

DON+CBL

F16. Espinas distales de neuronas espinosas medianas en la coraza del NAcc (5um)

- -
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