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AC N e Acetilcolina
ACRE ... Acetilcolinesterasa
APP e Proteina precursora de amiloide
B A e Beta-amiloide
BACE T e Beta-secretasa 1
BCRE ... Butirilcolinesterasa
0 S SS Clorpirifos
B A Enfermedad de Alzheimer
FOB ... Bateria de observacion funcional
LAM e Laberinto acuatico de Morris
MAChR ... Receptores muscarinicos de acetilcolina
NAChR ... Receptores nicotinicos de acetilcolina
0 N = Esterasa neurotdxica
OPIDP ..................... Polineuropatia retardada inducida por organofosforados
O P S i ————— Organofosforados

P ON Paraoxonasa
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En las sociedades industrializadas, el hombre se encuentra expuesto a
numerosas sustancias naturales y sintéticas, que dependiendo de la dosis, la
via de exposicion o las caracteristicas individuales de cada sujeto, pueden
provocar distintos efectos toxicos. Entre ellos se encuentran los efectos
neurotéxicos, que de forma amplia se podrian definir como un cambio
adverso en la estructura o funcion del Sistema Nervioso, observado como
consecuencia de la exposicion a un agente quimico. El concepto de cambio
adverso incluye, tanto alteraciones transitorias como permanentes. Estas
alteraciones pueden aparecer de forma inmediata o progresiva a lo largo del
tiempo (Spencer, 2000). Las sustancias neurotdxicas son compuestos
quimicos que, dependiendo de la dosis, pueden tener efectos nocivos sobre
las funciones del Sistema Nervioso. Los neurotoxicos pueden afectar tanto al
Sistema Nervioso Central y Periférico, como al Sistema Neuroendocrino,
siendo muy amplio el espectro de posibles cambios funcionales, provocados
por un agente neurotoxico. Asi por ejemplo, se pueden ver afectadas
funciones superiores como la inteligencia, el lenguaje o la atencion, o se
pueden afectar conductas relacionados con el estado de animo, el afecto o la

conducta social. A dosis muy altas, los neurotdxicos pueden producir coma,
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convulsiones, paralisis respiratoria y muerte. Estudios iniciados en la década
de los 80, pusieron de manifiesto el riesgo creciente de la exposicion
ambiental y ocupacional a agentes quimicos y establecieron la relacion
directa entre algunas sustancias y sus efectos neurotdxicos. En el inventario
de la EPA (Environmental Protection Agency) existen mas de 70.000
sustancias quimicas manufacturadas, importadas o procesadas en los
Estados Unidos, cifra que se incrementa anualmente. La mayoria de estas
sustancias de uso comercial, no han sido testadas en cuanto a su potencial
neurotoxico (National Research Council [NRC], 1984). Se estima que al
menos 1/3 de los 200 agentes quimicos, a los que estaban expuestos mas de
1 millon de trabajadores americanos, eran neurotoxicos. Por otro lado,
algunos agentes terapéuticos como antineoplasicos, agentes antiviricos,
drogas de abuso y psicofarmacos, pueden provocar a dosis terapéuticas
efectos neurotoxicos (Office of Technology Assessment [OTA], 1990). Se
estima que entre un 3 y un 28% de las sustancias quimicas existentes, son
potencialmente neurotdxicas. Estas cifras evidencian que el riesgo de
exposicidn a estas sustancias es alto y un grave problema sanitario a nivel
mundial. A pesar de ello, podriamos afirmar que la neurotoxicidad de los
distintos compuestos quimicos ha sido uno de los aspectos menos
estudiados. Una gran variedad de estas sustancias, estan relacionadas con
actividades laborales y muchas constituyen importantes contaminantes
ambientales. De hecho, las alteraciones neuroconductuales asociadas con la
exposicion a sustancias quimicas, han sido objeto de numerosas
investigaciones. Asi tenemos, que algunos metales como es caso del plomo,
el mercurio o el aluminio, al igual que los disolventes organicos que se han
venido utilizando en diferentes procesos industriales, pueden producir efectos
a nivel cognitivo (Meyer-Baron et al, 2007; Saddik et al., 2009; Weiss, 2010).
De igual manera, se han realizado numerosos estudios para establecer la
relacion entre los plaguicidas y estas alteraciones neuroconductuales
(Colosio et al., 2003; Rohlman et al., 2007). Uno de estos plaguicidas es el
clorpirifos, el cual ha generado gran interés, debido a su amplia utilizacion y a
los efectos neuroconductuales derivados de su exposicion, los cuales han

sido descritos en varios estudios. Por otro lado, la posible relacién entre la
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exposicidon a neurotdéxicos a lo largo de la vida y los trastornos
neurodegenerativos, es un campo creciente de investigacion en la ultima

década.
1. CLORPIRIFOS

El clorpirifos, O,O-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotionato (CPF)
es un plaguicida del grupo de los organofosforados (OPs), utilizado
extensamente en el control de plagas, tanto en actividades agricolas como en
areas urbanas y sus efectos sobre la salud humana y animal han sido objeto
de estudio en las ultimas décadas (van Gemert et al., 2001; Zhao et al., 2005;
Zhao et al., 2006). Su estructura quimica posee un atomo central de fosforo
pentavalente y tetracoordinado, presentando un enlace covalente coordinado
con un atomo de azufre. Ademas, el fosforo presenta unidon con dos grupos
etilo mas estables. El resto de la molécula esta representada por una
estructura aromatica mas compleja unida a través de un atomo de oxigeno, la
cual es mas inestable y se puede liberar facilmente durante el proceso de
biotransformacion. La unién covalente del fésforo al azufre hace que el CPF
en si no sea considerado un potente inhibidor de colinesterasa, al contrario
de aquellos OPs que poseen este enlace con el oxigeno (Davis y Richardson,
2000; Chambers y Carr, 2002). En cuanto a sus propiedades fisico-quimicas,
es un sélido cristalino de color blanco, tiene un ligero olor mercaptanico, es
soluble en disolventes organicos y poco soluble en agua (1.4 mg/L a 20-
25°C). Su formula quimica es CgH11CIsNO3PS, tiene un peso molecular de
350.57g, un punto de fusion de 41-42°C, se descompone a = 160°C, su
densidad (a 43.5°C) es de 1.398 g/cm® y tiene una presién de vapor (a 20-
25°C) de 1.87X10° mmHg. Segin la EPA, en los Ultimos afios se han
contabilizado casi 800 formulaciones conteniendo CPF como principio activo,
siendo las mas conocidas Dursban: y Lorsban: comercializadas por Dow
AgroSciences® (EPA, 2000). Ademas del CPF como principio activo, estas
formulaciones contienen por lo general agentes emulsionantes y disolventes

organicos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica al CPF
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dentro de los compuestos moderadamente peligrosos, clase Il, con una DLsg
en ratas de 135 mg/kg (WHO, 2009).

Una vez liberado al medio ambiente, el CPF se une rapidamente a las
plantas y a los suelos donde sufre fotodegradacion, con una vida media que
puede variar de 6 horas a 3 dias; aunque por lo general los niveles residuales
pueden durar largos periodos de tiempo. Sin embargo, la mayor parte del
compuesto se volatiliza incluso al incorporarse a las fuentes de agua, donde
ademas puede ser hidrolizado. Tanto en el suelo como en el agua, puede ser

oxidado por algunos microorganismos (Eaton et al, 2008).

ﬁ Cl _
Cszo*;p#O \ y Cl
02H50 N

Cl

Figura 1.1. Estructura quimica del clorpirifos.

De manera general, los OPs son compuestos organicos comunmente
ésteres, amidas o tioles derivados del acido fosfonico y acido fosforico. El
primer OP fue sintetizado en 1854 y se conocié con el nombre de Bladan
(tetraetil pirofosfato, TEPP). Sin embargo, las propiedades insecticidas de
estos compuestos no fueron descubiertas hasta 1930 por el quimico aleman
Gerhard Schrader, quien también fue el responsable de la creacion de una
variedad de compuestos, entre ellos el paration en 1944 y otros que han sido
utilizados con fines bélicos, tal es el caso de los denominados gases
nerviosos como soman, sarin y tabun. (Chambers y Carr, 2002). Estas
sustancias tuvieron su mayor auge durante la Segunda Guerra Mundial,
aunque aun se continuan utilizando en algunos paises como armas de guerra
y terrorismo a pesar de las regulaciones y convenios internacionales a travées
de la Organizacion para la Prohibicion de Armas Quimicas (OPCW) (Black,
2010). En 1995, fue llevado a cabo un ataque terrorista en el metro de Tokio
utilizando gas sarin (isopropilmetilfosfonofluoridato) con un saldo de 12
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personas muertas y mas de 5000 heridos. Los analisis forenses demostraron
la presencia del acido metilfosfénico, producto de la hidrdlisis del sarin, con
una elevada inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) en el cerebelo de las
victimas (Satoh y Hosokawa, 2000). De igual manera, se han reportado
efectos neuroconductuales y sobre la memoria a los 2 afios de este incidente,
en el personal paramédico y de seguridad que participd en las labores de
rescate y que estuvieron expuestos al gas nervioso (Nishiwaki et al., 2001), lo
cual indica efectos a largo plazo en el Sistema Nervioso. Ademas, algunos
estudios recientes indican que una de las causas del denominado Sindrome
de la Guerra del Golfo, en el cual los pacientes presentan fatiga, dolor
muscular, trastornos cognitivos y del suefio, cambios en la funcion intestinal,
desregulacion de la temperatura y trastornos del sistema nervioso autonomo,
pudiera deberse al uso de OPs y de otras sustancias inhibidoras de
colinesterasa como el bromuro de piridostigmina, la cual fue utilizada como
agente de proteccion contra los gases nerviosos durante el conflicto de la
Guerra del Golfo en 1991 (Khan et al., 2004; McCauley, 2006).

Debido a sus efectos sobre el sistema colinérgico, algunos
compuestos OPs tienen usos terapéuticos especificos (Papa et al., 2005). Asi
tenemos, el ecotiofato que ha sido utilizado en el tratamiento del glaucoma y
el metrifonato, el cual ha sido utilizado en el tratamiento de parasitosis como
la esquistosomiasis. Otros compuestos OPs también han sido utilizados en el
control de enfermedades parasitarias en animales domésticos y en la
ganaderia, como es el caso del malation. A nivel industrial también se han
utilizado como aditivos en derivados del petrdleo y en la elaboracion de
plasticos (Witty, 1998; Davis y Richardson, 2000). A partir del descubrimiento
del paration, cientos de compuestos OPs han sido sintetizados vy
comercializado como pesticidas en todo el mundo, en una gran variedad de
formulaciones (Costa, 2006). El uso actual mas extendido de los OPs es
como insecticidas en la agricultura; en el caso del CPF representa un 60% de
los insecticidas empleados en cultivos y solo un 3% para fines no agricolas,
principalmente en el control de plagas (Eaton et al., 2008).
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Tabla 1.1. Compuestos organofosforados mas comunes y sus usos frecuentes.

Organofosforado Usos

Clorpirifos Insecticida. Agricola y doméstico
Fosetil Fungicida. Agricola y doméstico
Dimetoato Insecticida. Agricola y doméstico
Paration Insecticida. Agricola
Metil-paration Insecticida. Agricola

Malation Insecticida. Agricola y doméstico
Diazinon Insecticida. Agricola y doméstico
Fention Insecticida. Agricola y doméstico
Sarin Arma quimica

Los OPs son menos téxicos en el humano que en los insectos, debido
a que en estos son mas escasas las esterasas tipo A, que se encargan
mediante hidrolisis de transformar el compuesto en un producto inactivo y
excretable, razon por la cual los OPs son ampliamente utilizados como
insecticidas en la agricultura (Sogorb y Vilanova, 2002). Aunque, debido a la
gran variedad comercial de los OPs, a su alta efectividad contra diferentes
clases de insectos y a su facil accesibilidad, su uso intensivo ha generado un
numero importante de intoxicaciones en todo el mundo (Worek et al., 2005).
La alta frecuencia de casos de intoxicaciones intencionales utilizando OPs,
ha sido considerado un importante problema de salud publica (London et al.,
2005; Jaga y Dharmani, 2007).

Por otra parte, existen aquellas intoxicaciones no intencionales y no
relacionadas con el aspecto ocupacional, que tienen que ver con la
exposicidon a OPs mediante la ingestion de alimentos contaminados, donde
los nifios constituyen la poblacion mas vulnerable (Lu et al.,, 2010). La
poblacidn general se encuentra expuesta a CPF a través de la dieta, aunque
se considera que esta exposicion tiene un efecto muy leve sobre la inhibicion
de la AChE y los posibles efectos de esta exposicion son desconocidos
(Eaton et al., 2008). Sin embargo, la exposicidon ocupacional ya sea por la
sobreexposicion repetida o por la sobreexposicién aguda, sigue suponiendo
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un grave problema de salud laboral. Las intoxicaciones agudas o crénicas
estan asociadas a la sobreestimulacion del sistema colinérgico, debido a la
manipulacion durante los procesos de manufactura, formulacion, distribucion
y aplicacion de los OPs (Storm et al., 2000). La exposicion por inhalacion a
CPF en el entorno laboral puede contribuir sustancialmente a la exposicion
total para los aplicadores, y potencialmente a los trabajadores agricolas y a
los miembros de su familia con quienes convive (Eaton et al., 2008). La facil
absorcion de los OPs a través de la piel ha sido considerado para establecer
limites de exposicion laboral, que advierten acerca de la absorcion cutanea y
su contribucion a la toxicidad sistémica (Cocker et al., 2002). Debido al
amplio uso del CPF, se han realizado estudios mediante bases de datos y
monitoreo bioldgico en trabajadores expuestos destacando la importancia de
la via dérmica en las intoxicaciones ocupacionales por su complejidad e
importancia (Geer et al., 2004). Si bien los efectos agudos son faciles de
detectar y la relacion causa-efecto con el tipo de compuesto utilizado no
representa un problema, el estudio de los efectos a largo plazo resulta
complejo, ya que a lo largo de su vida laboral un trabajador se encuentra
expuesto a multiples factores. También las posibles interacciones con
medicamentos o con otros toxicos del entorno laboral o ambiental, dificultan

la probabilidad de establecer la relacion causa-efecto.

Ademas de las diferentes rutas de exposicién, se deben considerar
otras variables que pueden influir en el grado de toxicidad de los OPs. Unas
tienen que ver con el propio compuesto (concentracion, forma, propiedades
fisico-quimicas, mezclas y sus interacciones, estabilidad, impurezas) y otras
con el individuo expuesto (practicas de trabajo, via de exposicion,
metabolismo, género, edad, patologias, interaccion con tratamientos
farmacoldgicos) que estaran condicionados a su vez a la predisposicion
genética y diversos factores ambientales (Karalliedde et al., 2003). Un caso
particular, es el de los nifios y adolescentes que trabajan en la agricultura
aplicando insecticidas OPs en algunos paises, que los hacen mas
vulnerables a neurotoxicidad durante el desarrollo debido a factores
fisiologicos propios, relacionados a los cambios anatémicos y de maduracion

11
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cerebral, con importantes déficit motor, asi como de atencion y memoria
(Abdel et al., 2008). Las ausencia de practicas seguras de manejo, uso de
equipo de proteccion adecuado, programas de certificacion y asesoria,
reglamentacion acerca del transporte, almacenamiento y manejo de
desechos de los OPs y otros plaguicidas utilizados en la fumigacion de
cultivos, ha sido motivo de preocupacion debido a los riesgos para la salud de
la poblacion, sobre todo en los paises en vias de desarrollo (McConnell et al.,
1992; Dharmani, 2006).

Diferentes estudios han reportado una relacidn entre la exposicion
ocupacional a CPF y otros OPs, con un incremento de riesgo a desarrollar
enfermedades como el linfoma no-Hodgkings, glioma, cancer de pulmén y
prostata (Lee et al., 2007; De Roos et al., 2003; Bonner et al., 2010). De igual
manera, se han reportado trastornos neurolégicos en fumigadores, asociados
con un amplio rango de sintomas entre los que destacan dolor de cabeza,
fatiga, pérdida de fuerza muscular, depresion, insomnio, irritabilidad, dificultad
de concentracidn, pérdida de apetito, tremor en manos y alteraciones del
equilibrio (Kamel et al., 2005). Aunque con resultados variables, algunos
estudios en individuos con exposicion laboral a OPs han demostrado una
prevalencia importante de déficits sobre la funcion cognitiva y psicomotora.
También se ha sugerido que la exposicion a OPs puede incrementar el riesgo
de padecer Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica y demencia tipo
Alzheimer (Kamel y Hoppin, 2004; Colosio et al., 2009; Hayden et al., 2010).

Las manifestaciones clinicas de la intoxicacion aguda por CPF y otros
insecticidas OPs, pueden aparecer antes de las 24 horas después de la
exposicion y dependera del tipo de compuesto, la cantidad y la via de
entrada. Inicialmente, aparecen signos y sintomas relacionados con la
actividad a nivel de los receptores muscarinicos, como vomitos, diarrea y
sialorrea. Posteriormente, aparecen las manifestaciones de tipo nicotinicas
como fasciculaciones, temblor y debilidad. En los casos mas graves, con
afectacion del SNC puede presentarse mareo, depresion del nivel de
consciencia y depresion respiratoria. Ademas, puede haber una accion

12
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directa sobre el higado, pulmdn, pancreas, rifion y médula ésea (Tafuri y
Roberts, 1987).

El control de la exposicion por OPs mediante indicadores biolégicos de
efecto (IBE), permiten complementar el diagnéstico, determinar el grado de la
intoxicacién, asi como predecir su evolucion. En este sentido, se debe
considerar la medicion de algunas enzimas y parametros de funcionalidad
hepatica, renal y pulmonar que pueden estar alterados después de la
exposicion al plaguicida. Sin embargo, la determinacion de la actividad
colinesterasa se considera el principal IBE para la intoxicacion por OPs.
Segun el tipo de intoxicacion, se determinara un tipo especifico de la enzima.
De esta manera, la medicion de la actividad de colinesterasa plasmatica (o
pseudocolinesterasa) es util en los casos de exposicion reciente o en
intoxicaciones agudas, mientras que la colinesterasa eritrocitaria (o
colinesterasa verdadera) es importante en aquellos casos donde se requiera
evaluar la exposicion cronica, debido a su mayor especificidad y duracion en
cuanto al tiempo que puede permanecer inhibida, la cual puede tardar meses

en recuperarse (Sanz et al., 1991; Costa 1998).
1.1. Absorcién, distribucién, biotransformacion y excreciéon del CPF

Por via oral el CPF parece absorberse bien en el intestino (alrededor
de 80%) y el grado de absorcion dependera de las caracteristicas fisico-
quimicas de la formulacion. En los casos de ingestion intencional o accidental
de dosis altas, los sintomas neuroloégicos han aparecido en un tiempo inferior
a 1 hora, lo que indica que su absorcién es rapida (Nolan et al., 1984;
Timchalk et al., 2002). Su absorcidén es muy limitada (menos del 5%) después
de la exposicion dérmica y dependera de la formulacion del producto, de sus
caracteristicas lipofilicas y la capacidad de unirse a proteinas (Griffin et al.,
1999). EI CPF se absorbe bien a través de los pulmones en humanos vy
animales de experimentacion. Sin embargo, su biodisponibilidad por esta via
no se conoce con certeza y es poco probable que concentraciones en aire

inferiores a 10 ug/m® produzcan una inhibicién significativa de colinesterasa

13
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(Corley et al., 1989). La elevada lipofilicidad del CPF permite su elevada
distribucion y acumulacion en el cerebro y otros tejidos grasos. El CPF tiene
un coeficiente de particion cerebro/sangre (33/1), mas elevado en
comparacion con el higado o el rindn. EI CPF puede unirse a la albumina
plasmatica, por lo que sus niveles libres en sangre son bajos, para unirse a
otros compartimientos corporales. Ademas, puede atravesar facilmente la
barrera placentaria, con una alta correlacion entre los niveles en sangre

materna y en el cordon umbilical (Whyatt et al., 2005).

Por otra parte, los mecanismos del metabolismo del CPF son
fundamentales para comprender sus efectos neurotoxicos. En este sentido,
tenemos que el CPF se metaboliza rapidamente, siendo sus metabolitos
principales el 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy) y sus conjugados dietilfosfato
(DEP), dietiltiofosfato (DETP) y el CPF-oxon, asi como productos glucuronido
y glutation-conjugados (Biker et al., 2005). EI CPF-ox6n es considerado como
el unico metabolito activo responsable de la inhibicion de la AChE. Las
isoformas humanas del citocromo P-450 (CYP) que metabolizan el CPF son:
1A2, 2B6, 2C9, 2C19 y 3A4. Cada isoforma esta implicada tanto en la
formacion del oxédn como en su inactivacion, aunque el equilibrio de estos
mecanismos puede variar entre las diferentes isoformas. Las isoformas del
CYP 2B6 y 3A4, son las mas involucradas en la formacion del oxon; mientras
que para la formacién del metabolito TCPy, la isoforma 2C19 es la mas
importante (Sams et al., 2000; Buratti et al., 2003; Sams et al., 2004). Las
variaciones en las diferentes isoformas del CYP, puede contribuir a las
diferencias interindividuales en la susceptibilidad humana a los efectos
adversos del CPF (Hodgson y Rose, 2005). Otro aspecto importante en el
metabolismo del CPF, es su capacidad para interactuar con las esterasas.
Ademas de la AChE, también existe interaccion con la esterasa neurotoxica
(NTE) relacionada con la neuropatia, butirilcolinesterasa (BChE), A-
esterasas, y otras B-esterasas. Las esterasas involucradas en el metabolismo
del CPF son las carboxilesterasas (CES) y las paraoxonasas, en particular la
PON1. Las dos formas principales de CES en el humano son hCE1 y hCEZ2,
las cuales son capaces de hidrolizar una amplia gama de sustratos

14
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incluyendo ésteres, amidas y tioésteres (Satoh et al., 2002). Debido a que
estas carboxilesterasas se encuentran en varios tejidos en concentraciones
mucho mas altas que la AChE, se ha propuesto que actuan como
complementos metabdlicos para el CPF-oxo6n, reduciendo asi sus efectos
toxicos (Karanth y Pope, 2000). La PON1 tiene una participacion activa en el
metabolismo de varios insecticidas OPs, incluyendo al metabolito CPF-oxo6n

al cual inactiva mediante hidrolisis.

Con respecto a la excrecién del CPF, estudios realizados tanto en
humanos como en animales, han demostrado que tras la exposicion oral se
pueden encontrar niveles de metabolitos de CPF en la orina entre 24-72
horas, con un pico maximo de excrecion a las 12 horas. Los principales
metabolitos identificados en orina son el TCPy (62%), dietiltiofosfato (40%) y
dietilfosfato (4%) (Timchalk et al., 2007). De igual manera, se ha encontrado
una elevada eliminacion biliar de los conjugados de CPF con glutation y acido
glucurénico, que ademas pueden ser afectados por la flora intestinal. La
recirculacion enterohepatica de uno o mas de estos productos de
degradacion del CPF, no esta totalmente definida (Eaton et al., 2008). En
relacibn a la excrecion por la leche materna, se podrian esperar
concentraciones incluso mayores que en el plasma, debido a su afinidad por
los lipidos (Sanghi et al, 2003).

1.2. Neurotoxicidad del CPF

1.2.1. Sindrome colinérgico agudo

Los OPs en general son inhibidores de colinesterasa (AChE y BChE),
las cuales tienen como funcion fisioldgica la hidrdlisis de la acetilcolina (ACh),
un importante neurotransmisor presente en el Sistema Nervioso Central
(SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). La ACh se encarga de transmitir
informacion a través de los receptores nicotinicos (NnAChR) y muscarinicos
(mAChR) de las neuronas, tanto en el SNC como en el SNP. La inhibicién de

colinesterasa por OPs produce una acumulacién de ACh en las sinapsis
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colinérgicas, lo que resulta en la sobreestimulacion de los receptores
colinérgicos mMAChR y nAChR. Estos receptores se localizan en la mayoria
de los organos, por lo que se produce un "sindrome colinérgico", el cual
incluye aumento de la sudoracion y salivacion, aumento de la secrecion
bronquial, broncoconstriccion, miosis, aumento de la motilidad intestinal,
diarrea, temblores, espasmos musculares y varios efectos a nivel del SNC
entre los que podemos mencionar cefalea, ansiedad, irritabilidad, confusion y
convulsiones. En los casos de muerte, esta puede deberse a una
insuficiencia respiratoria causada por la inhibicion de los centros respiratorios
del tronco del encéfalo, a la broncoconstriccion y aumento de la secrecion
bronquial y/o a una paralisis flacida de los musculos respiratorios (Chambers
y Carr, 2002; Kamanyire y Karalliedde, 2004; Eaton et al, 2008).

La inhibicién de la AChE es producida por la fosforilacién por parte de
la fraccion P=0O, de un grupo hidroxilo de la serina en el sitio (estearico)
activo de la enzima, impidiendo asi su accion sobre el sustrato fisiologico
(Davis y Richardson, 2000). La AChE fosforilada se hidroliza a un ritmo muy
lento, pero el proceso puede ser acelerado mediante el uso de agentes
farmacoldgicos para el tratamiento de la intoxicacién, como es el caso de la
pralidoxima (oximas). Sin embargo, las oximas no son eficaces en la
reactivacion de la AChE fosforilada una vez que el complejo enzima-inhibidor
ha perdido (por hidrdlisis enzimatica) uno de los dos grupos alquilo. Este
mecanismo se denomina “envejecimiento” y en estos casos se considera que
la enzima esta inhibida de manera irreversible y solo puede ser compensada
a través de la sintesis de nueva enzima, en un proceso que puede tardar
muchos dias. Se considera a la atropina el antidoto en la intoxicacion aguda
por OPs. La atropina es un antagonista muscarinico colinérgico, que actua
impidiendo la acumulacion de la ACh mediante el bloqueo de los receptores
mMAChR (Simpson y Schuman, 2002; Eyer y Buckley, 2006; Bocanegra et al.,
2009).
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Figura 1.2. Representacion esquematica de la sinapsis colinérgica. En el proceso, la

acetilCoA se une a la colina mediante catalisis por la acetilcolintransferasa. La acetilcolina
(ACh) biosintetizada se almacena en las vesiculas presinapticas, las cuales son liberadas por
exocitosis al espacio sinaptico, tras la apertura de los canales de calcio dependientes de
potencial, y la entrada de iones Ca”*. La ACh liberada se une a receptores especificos
muscarinicos (mMAChR) y nicotinicos (nAChR), produciendo las diferentes respuestas segun
el receptor activado. Para finalizar este efecto, la ACh liberada es metabolizada por la
aceticolinesterasa (AChE), mediante una reaccion de hidrdlisis (adaptado de Delgado et al.,
2003).

1.2.2. Sindrome intermedio

Ademas del sindrome colinérgico, los OPs también pueden producir un
sindrome intermedio, que se observa en el 20-50% de los casos de
intoxicacion aguda. El sindrome se desarrolla de 2-3 dias, durante la fase de
recuperacion de las manifestaciones colinérgicas, que por lo general son
graves y con una inhibicion de la AChE superior al 70%. Las caracteristicas
clinicas estaran relacionadas con una reduccion de la funcibn muscular,
produciendo una insuficiencia respiratoria, debilidad marcada en el cuello y
paralisis de los musculos proximales de las extremidades. Esta

sintomatologia es reversible, con una recuperacion entre las 2-3 semanas
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posteriores. El sindrome intermedio no es un efecto directo de la inhibicidon de
la AChE, pero ha sido asociado con una disfuncién post-sinaptica en la unién
neuromuscular durante la fase de toxicidad colinérgica (De Bleecker, 1995;
Karalliedde et al, 2006).

1.2.3. Neuropatia periférica

La neuropatia periférica, también conocida como polineuropatia
retardada inducida por OPs (OPIDP), ocurre entre los 14-21 dias después de
un episodio previo de toxicidad colinérgica y al sindrome intermedio. La NTE
se ha relacionado con el mecanismo de la OPIDP, debido a una inhibicion
irreversible de la enzima por los OPs (Pope et al., 1993; Makhaeva et al.,
2007). En la OPIDP las fibras nerviosas de diametro mas grande son las
primeras en estar afectadas. Estudios neuropatolégicos en humanos y
animales (utilizando gallinas como especie de eleccion, para el estudio de
esta patologia), revelaron la presencia de degeneracion axonal retrégrada de
las fibras nerviosas de la columna vertebral. Ademas, se encontraron
afectadas la via motora cortico-espinal, asi como la via que va desde la
meédula espinal hasta los musculos de las extremidades. También estan
involucradas, las neuronas sensoriales primarias en la columna dorsal-
espinal y los nervios periféricos. La sintomatologia comprende una
disminucién de la coordinacion muscular, pérdida de sensibilidad, sensacion
de hormigueo y fatiga, debilidad muscular moderada a severa y paralisis de
los miembros inferiores, afectando también a los superiores en los casos mas
graves. Durante el periodo de recuperacion, se produce una mejoria de la
funcidon sensorial y la fuerza. Sin embargo, puede persistir una disfuncion
residual sensorial y autondmica durante algunos afnos (Lotti y Moretto, 2005).
Por otra parte, la exposicion sub-crénica de CPF a dosis insuficientes para
producir manifestaciones de toxicidad colinérgica importantes, pueden inducir
neuropatia motora (Albers et al, 2004a). Algunos estudios han reportado
alteraciones propioceptivas o vestibulares en aplicadores de plaguicidas
expuestos a CPF (Dick et al, 2001).
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1.2.4. Efectos neuroconductuales

En los ultimos anos diversos estudios han mostrado que la exposicion
a CPF induce cambios a nivel conductual y cognitivo. Estos cambios se han
observado tanto en humanos como en animales de experimentacion y
dependen de factores individuales, dosis, tiempo de exposicion y periodo
transcurrido desde la exposicion. Estos cambios pueden persistir o
presentarse a largo plazo después de la exposicion, tanto en seres humanos
(Roldan-Tapia et al., 2005; Roldan-Tapia et al., 2006; Eaton et al., 2008)
como en animales (Sanchez-Santed et al., 2004; Cafiadas et al., 2005;
Lépez-Grancha et al., 2006; Lopez-Crespo et al., 2007). Un estudio realizado
en agricultores con una muestra de 24 trabajadores que habian estado
expuestos de forma aguda y 40 de manera crénica, indicé un déficit
neuropsicolégico a nivel de la percepcion, visuomotor, memoria visual y
dominio del estado de animo (Roldan-Tapia et al., 2006). En este sentido, la
aplicacion de una bateria de pruebas neuropsicolégicas en sujetos
expuestos, también demostro déficits en la memoria, velocidad de respuesta,
control motor fino, flexibilidad cognitiva y planificacion, alteraciones del suefio
e inquietud y nerviosismo relacionados con exposicion a bajos niveles de
OPs (Mackenzie et al., 2010). También se han descrito trastornos de
ansiedad y depresion, en estudios llevados a cabo tanto en humanos como
en animales (Sanchez-Amate et al., 2001; Braquenier et al., 2010; Mackenzie
et al., 2010).

Diversos estudios experimentales han mostrado un deterioro a largo
plazo del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris (LAM), en
ratas tratadas con dosis agudas de CPF (Sanchez-Santed et al., 2004,
Canadas et al., 2005). Otra investigacion realizada para determinar los
efectos a largo plazo, por exposicion crénica a dosis subtdxicas de CPF en la
dieta de ratas, mostraron déficit cognitivo en la tarea de aprendizaje y
memoria espacial (Moser et al., 2005). En otro trabajo en el cual los animales
fueron expuestos a dosis cronicas en la dieta y dosis agudas repetidas de
CPF, los autores concluyeron que el aprendizaje de la contingencia entre una
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accién y la recompensa, puede ser acelerada por la exposicion cronica a CPF
e inhibida por la exposicion previa sintomatica al compuesto, y que el
deterioro cognitivo puede persistir en caso de inhibicion de la actividad de la
AChE cerebral, con una dosis aguda suficiente para inducir sintomas de
toxicidad (Samsam et al., 2005). Estos resultados podrian ser relevantes en
los casos de exposicidn a dosis altas que dan lugar a toxicidad colinérgica
grave, como la exposicion intencional (intentos de suicidio) o accidentes de
trabajo. Por otra parte, se ha sugerido un efecto ansiogénico, en ratas
expuestas a dosis agudas de CPF y con inhibicién elevada de la AChE
(Sanchez-Amate et al., 2001). Varios estudios en roedores, han indicado que
el CPF durante el desarrollo neurolégico es capaz de inducir cambios en el
comportamiento (Slotkin et al., 2006; Slotkin y Seidler, 2005; Venerosi et al.,
2006; Venerosi et al., 2009). En este sentido, un estudio en nifios ha indicado
un posible vinculo entre la exposicidn a CPF y retraso en el desarrollo de la
psicomotricidad y en las funciones mentales (Rauh et al., 2006). Segun estas
evidencias, podemos decir que la exposicion a CPF, puede producir una
variedad de alteraciones a nivel conductual y cognitivo, sugiriendo
importantes efectos sobre los mecanismos que rigen estos procesos a nivel
del SNC. Por otro lado, la relacion de causalidad entre la exposicion
medioambiental a plaguicidas y las enfermedades neurodegenerativas, ha
sido considerada desde hace varios afos (Brown et al., 2005). Diferentes
estudios han indicado una relacion entre la exposicion humana a plaguicidas,
en particular a OPs, y enfermedades como Parkinson y esclerosis lateral
amiotréfica (Kamel y Hoppin, 2004; McGuire et al., 1997). En relacion a la
enfermedad de Alzheimer (EA), se han realizado algunos estudios
epidemioldgicos para determinar la implicacion de los OPs en esta patologia,
tomando en cuenta factores genéticos, ocupacionales y sociodemograficos,
sin embargo los datos obtenidos no han sido totalmente concluyentes (Baldi
et al., 2003a; Gauthier et al., 2001; Santibanez et al., 2007; Tyas et al., 2001).
Por otra parte, estudios epidemiolégicos mas recientes han encontrado un
incremento en el riesgo a padecer EA después de la exposicion a OPs
(Hayden et al., 2010).
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Para explicar la neurotoxicidad de OPs a largo plazo se han propuesto
diferentes mecanismos, la mayoria de ellos relacionados con la inhibicion de
esterasas. En el caso de la muerte celular, esta ha sido asociada de manera
secundaria a convulsiones, hipoxia o coma en los casos de intoxicaciones
muy graves (Abou-Donia, 2003; Jortner et al., 2005), pero sin una importancia
marcada en los casos con sintomatologias menos severas. Otros
mecanismos han sido relacionados con la inhibicion de la NTE y otras
enzimas de actividad esterasa (Chambers y Openheimer, 2004), asi como la
activacion del sistema inmune (Galloway y Handy, 2003; Carvajal et al.,
2005). De igual manera, se ha reportado la accion de los OPs sobre algunas
proteasas como la acil-péptido hidrolasa (APH), considerandola un posible
indicador de efectos de exposicion a estos plaguicidas (Quistad et al., 2005).
La APH ha sido igualmente relacionada con la degradacion del péptido beta-
amiloide (Yamin et al., 2009), lo que debe ser considerado dentro de la
exposicién a OPs y la induccion de un proceso neurodegenerativo. Ademas,
el estrés oxidativo esta involucrado en el curso progresivo de los grandes
cambios funcionales que aparecen mucho después de la exposicion a CPF.
Tales evidencias de dafio neuronal, indican una posible relacion entre la
exposicion a CPF y otras enfermedades neurodegenerativas (Quiao et al.,
2005; Slotkin y Seidler, 2009).
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2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa
progresiva, caracterizada por un deterioro de la funcidn cognitiva. Fue
descrita en 1906 por Alois Alzheimer a raiz de un caso de demencia presenil,
en una paciente de 51 afos de edad y cuatro afos mas tarde Kraepelin
aplicé el nombre de Alzheimer, para denominar al conjunto clinico y
patologico de la enfermedad. Las alteraciones cognitivas en la EA estan
definidas por una pérdida de la memoria, disminucion de la habilidad para el
aprendizaje, el juicio y la toma de decisiones (Roberson y Harrell, 1997). En
el mundo occidental, la EA tiene una prevalencia de 24-33% en individuos
mayores de 85 afos de edad, representando la causa mas comun de
demencia y un importante problema de salud publica (Ferri et al, 2005).

En el aspecto anatomo-patologico, la EA se caracteriza por la
presencia de lesiones tanto a nivel intracelular como extracelular identificadas
como ovillos neurofibrilares y placas amiloideas, respectivamente. Los ovillos
neurofibrilares estan formados por pares de filamentos helicoidales, que son
agregados de proteina fau (una proteina asociada a microtubulos que regula
la estructura del citoesqueleto), la cual se encuentra hiperfosforilada
(Grundke-Igbal et al., 1986). Sin embargo, los ovillos neurofibrilares no son
caracteristicos solo de la EA, debido a que pueden estar presentes en otras
enfermedades neurodegenerativas agrupadas bajo la nomenclatura de
tauopatias (Goedert y Jakes, 2005).

Las placas amiloideas constituyen depdsitos de péptidos insolubles de
B-amiloide (BA) de 4 kDa, generados a partir de un precursor denominado
proteina precursora de amiloide (APP), la cual es una proteina
transmembrana con un dominio extracelular/citosélico NHx-terminal y otro
mas pequeio intracelular/luminal COOH-terminal (De Strooper y Annaert,
2000). La APP es procesada siguiendo dos vias diferentes: amiloidogénica y
no-amiloidogénica (Nunan y Small, 2002). La via no-amiloidogénica involucra

la actividad de una metaloproteasa denominada a-secretasa, encargada de
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cortar el residuo del aminoacido 17 de la secuencia del péptido BA; por lo
tanto el péptido BA no es liberado de la APP, y los fragmentos formados de la
degradacion de APP no se agregan y no tendran actividad amiloidogénica. El
procesamiento amiloidogénico de la APP, es el responsable de la produccion
del péptido BA en la patogénesis de la EA. El mecanismo involucra en primer
lugar a la actividad de la p y y-secretasa y requiere la internalizacion de la
APP, desde la membrana plasmatica hacia los endosomas y lisosomas. La §3-
secretasa (beta-site APP-cleaving enzyme, BACE1) corta la APP al inicio de
la secuencia del péptido BA, generando un fragmento extracelular soluble
llamado sAPPg y otro intracelular COOH-terminal denominado C99 (Vassar,
2005). Posteriormente, la y-secretasa corta el C99 para generar la secuencia
de residuos 40, 42 y 43 de PA, generando péptidos PA intactos. La
conformacion de la y-secretasa ha sido relacionada con las presenilinas (PS1
y PS2), que a su vez forman parte de un complejo tetramérico que
comprende otras proteinas como la nicastrina, Aph1 (anterior pharynx-
defective phenotype) y la Pen 2 (presenilin enhancer), que actuan como
reguladoras de la produccion de péptidos BA (Hass, 2004; Pastorino y Lu,
2006).

El gen de BACE1 esta compuesto por nueve exones y su ARNm se
encuentra altamente expresado en cerebro y pancreas. La variante del
empalme o splicing de los exones del gen de BACE1, es una isoforma
altamente activa que contiene 501 aminoacidos (I-501) (Mowrer y Wolfe,
2008). Ademas, tres variantes adicionales del empalme alternativo del gen
de BACE1 han sido descritas, las cuales son el resultado del empalme de
partes del exon 3 y/o el exdn 4, que se producen durante el proceso de la
eliminacién de los nucleotidos 75 (1-476), 132 (1-457) y 207 (1-432), y que
codifican isoformas de la proteina con diferente expresion y actividad
enzimatica (Tanahashi y Tabira, 2001). Aunque BACE1 es responsable de la
formacion de BA, no siempre se encuentra un aumento en la expresion de
BACE1 en la EA, ni tampoco se encuentra incrementada en ratones Tg2576
envejecidos. Sin embargo, se ha sugerido que la presencia de distintas
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variantes postranscripcionales de BACE1 podrian ser responsables de
cambios en la actividad de este enzima, asi la presencia de las formas
completas de 501 aminoacidos, que son mas activas en la formacion de A,
podrian ser responsables de un aumento en los niveles de BA (Zohar et al.,
2005).

[Via no-amiloidogénica] [Via amiloidogénica ]

Soluble APP Soluble
APP-a APP-B

Membrana

Placa amiloidea

Figura 1.3. Representacion grafica del procesamiento de la APP (adaptado de Lichtenthaler,
2011). Muestra una placa amiloidea (en color rojo) rodeada por astrocitos (en color azul),

observada mediante tincion con inmunofluorescencia.

Otros cambios importantes observados en la patologia de la EA,
incluyen la acumulacién de BA en las paredes de las pequefas arterias y
arteriolas de las meninges y dentro de la sustancia gris del cortex cerebral
(Perl, 2010). Las lesiones vasculares en la EA estan relacionadas con
enfermedad isquémica, angiopatia y alteracion de la Dbarrera
hematoencefalica en el 60-90% de los casos (Roher et al., 2004). Otras
alteraciones incluyen la degeneracion granulovacuolar, que consiste en
pequefias vacuolas intraneuronales (2-4 um de diametro) que contienen
granulos basofilos y que se encuentran en el citoplasma de las neuronas
piramidales del hipocampo; asi como los denominados cuerpos de Hirano,
que son lesiones perineuronales eosinifilicas localizadas dentro de la region
CA1 del hipocampo (Perl, 2010).
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Por otra parte, en la etapa mas avanzada de la EA se ha demostrado
una deplecion de los niveles de receptores de neurotrofinas (como el brain-
derivated neurotrophic factor, BDNF) en las neuronas colinérgicas en el
cerebro anterior basal, asociado de manera experimental con oligdmeros de
BA142. Las neurotrofinas promueven la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia de las neuronas y células gliales, y actuan como mediadoras
en el aprendizaje, la memoria y el comportamiento (Connor et al., 1997). Otro
aspecto relacionado con la patologia de la EA es el estrés oxidativo, el cual
es producido por una disfuncion mitocondrial con liberacién de radicales
libres oxidantes, promovidos entre otros muchos factores por BA, la cual es
una importante generadora de especies de oxigeno reactivas (Hensley et al.,
1994).

Los mecanismos de la inflamacion y su implicacion en la EA han sido
ampliamente estudiados. La microglia activada, los astrocitos reactivos y sus
marcadores bioquimicos estan elevados en la EA. La microglia fagocitica,
engulle y degrada a la placa a la vez que se liberan quimiocinas y citocinas
perjudiciales, como la interleucina-1, interleucina-6 y el factor-o de necrosis
tumoral (TNFa) (Wyss-Coray y Mucke, 2002). Adicionalmente, las
quimiocinas promueven la migracién de los monocitos desde la sangre

periférica hacia el interior de la placa (Simard et al., 2006).

También, la pérdida de la regulacién del calcio es comun en varias
enfermedades neurodegenerativas. De hecho, los procesos de
excitotoxicidad mediados por Ca?* son bien conocidos. Ademas, en la EA las
concentraciones elevadas de Ca®" citosdlico estimulan la agregacion de BA y
la amiloidogenesis (Isaacs et al., 2006). Aunque el mecanismo no esta
totalmente claro, las mutaciones en las presenilinas pueden estar
relacionadas con la homeostasis del Ca*, pudiendo aumentarlo en el reticulo

endoplasmico y liberarlo en el citoplasma (Nelson et al., 2007).
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Las diferencias en el metabolismo del colesterol, son otros de los
factores de riesgo estudiados, los cuales intentan explicar los mecanismos
patolégicos de la EA. Esta hipdtesis une el riesgo genético de la
apolipoproteina E (ApoE), la produccion y agregacion de BA y las
vasculopatias (Querfurth y LaFerla, 2010). El colesterol es un componente
esencial de las membranas neuronales, para el ensamblaje de f y v-
secretasa y el procesamiento de la APP (Ehehalt et al., 2003). La ApoE actua
como un transportador del colesterol en el cerebro y es esencial para la
formacion de depdsitos de BA y de las placas (Poirier, 1994). A pesar de que
se han realizado algunos estudios que permiten asociar alteraciones en
ciertos genes con la forma esporadica de la EA, solo el alelo ¢4 de la ApoE
ha sido relacionado con el riesgo de padecer la enfermedad (Poirier et al.,
1993). Niveles de colesterol elevados durante la edad adulta, parecen estar
relacionados con el riesgo de EA (Kivipelto et al., 2001).

Desde el punto de vista genético, podemos distinguir dos formas de
EA: familiar y esporadica. La forma familiar (EAF) comprende un trastorno
autosdmico dominante con un inicio temprano (antes de los 65 afos de
edad), siendo la primera mutacion identificada en el cromosoma 21 del gen
de la APP (Goate, 2006). Ademas, otras mutaciones adicionales en la
enfermedad familiar han sido encontradas tanto para APP, asi como para
PS1 y PS2 (Sherrington et al., 1995). Sin embargo, la forma familiar de la EA
es poco frecuente, con una prevalencia inferior al 0.1% (Harvey et al., 2003).
La forma esporadica se presenta en la edad avanzada y es la mas comun. La
implicacion de la susceptibilidad genética en la forma esporadica de EA ha
sido dificil de determinar, probablemente debido a una compleja interaccion
con diferentes factores ambientales (Blennow et al., 2006).
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2.1. Hipétesis amiloide

Aunque la relacidon entre demencia y la presencia de un numero de
placas amiloideas no ha sido establecida de manera definitiva, se ha
considerado la hipétesis de que la BA constituye la primera causa de EA,
resultando en una muerte de células colinérgicas y el consecuente déficit
cognitivo. La hipotesis de la cascada amiloide comprende en primer lugar el
metabolismo alterado de la APP, el incremento de la BA, la deposicion del
péptido PA y formacidon de placas, la formacion de ovillos neurofibrilares, la
disfuncion sinaptica y la muerte neuronal (Roberson y Harrell, 1997). Sin
embargo, el papel unico de la BA se ha puesto en duda debido a
inconsistencias en algunos resultados post-mortem, respecto a la relacion
entre el numero de placas visualizadas y las alteraciones cognitivas
detectadas (Simon et al., 2010).

Se han llevado a cabo varios estudios en modelos animales, con la
finalidad de determinar la relacion entre la proteina PA y los déficits
funcionales, ademas de su relacién con los signos neuropatologicos. Estas
investigaciones han estado orientadas, a comprender la participacion de la
BA en el déficit cognitivo y la memoria, el potencial de toxicidad de la pA y la
participacion del sistema colinérgico en el procesamiento de la A y su
proteina precursora. Kowall y colaboradores (1992), reportd los efectos de
degeneracion neuronal y neuritica de la PAjs4. Estudios posteriores
mostraron déficits en el aprendizaje y la memoria en ratas a las que se les
administré una dosis aguda de BAi40 en el hipocampo (McDonald et al,
1994). Algunos estudios in vitro han indicado que la pérdida de integridad del
citoesqueleto neuronal, el deterioro del transporte microtubulo-dependiente y
la disfuncion sinaptica en la EA, puede deberse a la interaccion entre pA y la
proteina 1B asociada a microtubulos (Gevorkian et al., 2008). Otras
investigaciones han demostrado la relacion de las fracciones insolubles de BA
con neurotoxicidad (lversen et al., 1995). Sin embargo, datos recientes han
indicado que las formas tempranas de agregados de fA mas hidrosolubles,
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pequefios y difusibles pueden ser perjudiciales, aunque estos no pueden ser
detectados en el cortex cerebral normal, libre de depdsitos de BA (Dahlgren
et al., 2002; Tabaton and Piccini, 2005). Adicionalmente, se ha sugerido una
estrecha asociacion entre pérdida neuronal y un efecto proapoptotico de los
oligobmeros solubles de BA (Klein, 2002). Un deterioro de la memoria espacial
y en la adquisicion de memoria retardada, realizados en las pruebas del LAM
y el laberinto en Y (LY), ha sido observado en ratones inyectados con A
soluble (Pakaski y Kalman, 2008). En un estudio in vitro, los oligdmeros de
BA indujeron apoptosis neuronal redox-sensible involucrando activacion de
caspasas (Youssef et al., 2008). Estas investigaciones indican que las formas
solubles, son las que producirian los efectos perjudiciales sobre las neuronas,
mientras que las formas agregadas generadoras de placas tendrian un menor

papel neurotdxico.

2.2. Hipétesis colinérgica

Ademas de la BA, la patologia de la EA se ha asociado con una
disfuncion sinaptica en el sistema colinérgico. Las primeras evidencias
mostraron una disminucion importante en la actividad de la
acetilcolintransferasa (AChT) en pacientes con EA, que se correlacionaron
con el deterioro cognitivo (Davies and Maloney, 1976). Posteriormente, se
observo una pérdida significativa de neuronas colinérgicas en el prosencéfalo
basal en cerebros con EA (Whitehouse et al., 1982). La neurona colinérgica
libera a la ACh, la cual se puede unir a receptores nicotinicos (nAChRs) y
receptores muscarinicos (mMAChRs). En la EA se producen alteraciones
moleculares y neuroquimicas a nivel de los nAChRs y se han reportado
pérdida selectiva de diferentes subtipos (a7 o a4p2) en cerebros con EA
(Teaktong et al., 2004). Los cambios a nivel de mAChRs en la EA no estan
totalmente claros. Aunque se ha descrito una disminucion en la densidad de
estos receptores, en tejido cerebral post-mortem (Mash et al., 1985; Pavia et
al., 1995). Los subtipos de mMAChRs mas estudiados en relacion a la EA son
los postsinapticos M1, que actuan como mediadores de los efectos de la
ACh, y los presinapticos M2 encargados de inhibir la liberacién de ACh.
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Estudios recientes, han mostrado una disminucion significativa en el
acoplamiento de los receptores M1 a la proteinas G en pacientes con EA
severa, correlacionando esta disminucion con la intensidad de los sintomas

cognitivos (Tsang et al., 2006).

Cabe resaltar que las principales estrategias farmacolégicas utilizadas
en la EA se han basado en la hipotesis colinérgica. Los inhibidores de la
AChE como donepezil, galantamina y rivastigmina, han sido ampliamente
prescritos para el tratamiento de los sintomas en pacientes con EA de leve a
moderada. El mecanismo de accion de estos farmacos consiste en un
incremento en los niveles sinapticos de ACh, previniendo su degradacion
(Geerts and Grossberg, 2006). Adicionalmente, la memantina, un antagonista
no competitivo del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), ha sido utilizada en
combinacion con los inhibidores de AChE en los casos de EA moderada a
severa (Wilcock, 2003). El NMDA y el neurotransmisor excitatorio glutamato,
tienen un rol importante en los procesos de aprendizaje y memoria. De
hecho, en la EA se puede producir un incremento en la actividad
glutamatérgica sostenida de bajo nivel, lo que conlleva a una activacién del
receptor NMDA (Areosa et al., 2005). Otras alternativas farmacoldgicas
también han sido consideradas. La nicotina al actuar como agonista de
nAChRs, ha demostrado mejorar la ejecucion de tareas relacionadas con la
memoria, asi como una disminucién de la distraccion en modelos animales y
en humanos (Levin and Simon, 1998; White y Levin, 1999). Ademas, se ha
estudiado con éxito en modelos animales el uso de moduladores directos de
mAChRs con accion agonista M1, que permitan mejorar la actividad
colinérgica. Sin embargo, debido a los efectos colaterales durante las
pruebas clinicas no se considero viable su utilidad farmacoterapéutica. Mas
recientemente, el AF267B ha sido desarrollado y evaluado dentro una
segunda generacion de agonistas selectivos M1, produciendo una reduccion
en las lesiones neuropatoldgicas y una mejora del déficit cognitivo en un
modelo 3xTg-AD (Caccamo et al., 2006).
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Tabla 1.2. Farmacos utilizados en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (adaptado

de Mangialasche et al., 2010).

Nombre Etapa Actividad sintomatica

Inhibidores de colinesterasas
(mejoran la funcién cognitiva,
conductual y el estado clinico

funcional y global):

Donezepil Todas Inh. AChE

Rivastigmina Leve a moderada Inh. AChE y BChE

Galantamina Leve a moderada Inh. AChE (modula receptor
nicotinico)

(Antagonistas de receptores de

NMDA: mejoran la funcion

cognitiva, conductual y el estado Moderada a severa Antagonista  del  receptor

funcional): Memantina NMDA voltaje-dependiente

Las posibles conexiones entre BA y los elementos del sistema
colinérgico pueden ser bidireccionales. Uno de los aspectos mas importantes
es el que se refiere a los efectos de APP y/o BA sobre la viabilidad de las
células colinérgicas. Otro se refiere a la influencia de la modulacién de los
receptores colinérgicos o enzimas sobre el metabolismo de APP y la
produccion de BA (Pakaski y Kalman, 2008).

Diversos estudios han evaluado la toxicidad de PBA sobre neuronas
colinérgicas. Algunos autores han indicado una disminucion en la sintesis y
liberacion de ACh inducida por PBA soluble, lo que puede contribuir a la
vulnerabilidad en determinadas poblaciones neuronales colinérgicas (Auld et
al. 1998). Boncristiano y colaboradores (2002), reporté una pérdida
significativa de las fibras colinérgicas en la neocorteza debido a una f-
amiloidosis en ratones transgénicos (Tg) (APP23). Igualmente, BA parece
inhibir el transporte axonal rapido del transportados vesicular de ACh
(VAChAT) en el nervio ciatico de ratas, sugiriendo que la EA puede ser iniciada
con una alteracion en el transporte axonal seguida de degeneracidén neuronal
(Kasa et al., 2000). Por otra parte, algunos trabajos han descrito una
acumulacion intracelular de BA1.42 por la expresiéon neuronal de nAChRs-a7

en la EA (Nagele et al.,, 2002). Adicionalmente, se ha observado una
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disminucién dependiente de la dosis en la densidad de mAChRs totales, en
ratas tratadas con dosis repetidas intracerebro-ventricular de A (Pavia et al.,
2000). Datos recientes muestran un efecto de los péptidos BA sobre la
liberacidn hipocampal de ACh (Bales et al., 2006). Con respecto a los efectos
de PBA sobre la actividad AChE, los resultados varian entre los diferentes
estudios. Hu y colaboradores (2003), reportd que la elevacion de la actividad
de AChE por parte de BA, reflejé una lenta degradacion de AChE en lugar de
una aceleracion en su sintesis. En contraste, los resultados de Harkany et al.
(1995a) mostraron una reduccion significativa de la actividad de AChE,
después de la inyeccion de BA1.42 en el nucleo basal magnocelular o en el

septum medial de ratas.

En relacion a la implicacion del sistema colinérgico en el
procesamiento de la APP, debemos considerar los mecanismos que
involucran a mAChRs y nAChRs, asi como la inhibicion de AChE. Nitsch y
colaboradores (1992), demostro que la estimulacion de los subtipos M1 y M3
de mAChRs, incrementa la liberacion basal de APP a través de la activacion
de la cascada fosfolipasa C (PLC)/proteinkinasa C (PKC). De igual manera, la
expresion de BACE1 puede ser diferencialmente regulada a través de
mMAChRs, dependiendo del subtipo que sea estimulado. En este sentido, un
estudio reciente indicé que la estimulacion de M1 produce un incremento de
la expresion de BACE1, mientras que la estimulaciéon de M2 la disminuye
(Zuchner et al., 2004). El rol de la estimulacion nicotinica en el procesamiento
de la APP, también ha sido determinado. Un estudio en ratones transgénicos
portadores de la mutacion Swedish de APP, tratados con dosis repetidas de
nicotina, mostré una reduccidén significativa de placas PA+42 positivas
(Noldberg et al., 2002). Por otra parte, para evaluar la implicacion de los
inhibidores de AChE en el procesamiento de la APP, se han llevado a cabo
varios estudios realizados en diferentes lineas celulares y cultivos primarios.
Sin embargo, los resultados de estos experimentos han mostrado una amplia
variabilidad. Algunas de estas investigaciones han indicado que los
inhibidores de AChE, de manera adicional pueden mejorar los sintomas de la
EA regulando el procesamiento y la secrecion de la APP (Racci et al., 2005).
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Esto apoyaria que la regulacion del estado cognitivo de los pacientes tratados
con inhibidores de AChE, también podria estar relacionado con la interaccion
de estos farmacos con la cascada amiloide (Giacobini, 2001). Ademas,
estudios realizados con la tacrina, un potente inhibidor de AChE que ha sido
utilizada en el tratamiento de la EA y que actualmente tiene un uso restringido
debido a sus efectos adversos, ha demostrado un efecto inhibitorio
importante en la secrecidon de sAPPa en cultivos celulares (Lahiri et al.,
1994). En contraste, resultados utilizando metrifonate (inhibidor irreversible) y
ambenonium (inhibidor reversible) han mostrado un incremento de la
secrecion de sAPPa en cultivos de prosencéfalo basal (Pakaski et al., 2001).
Por otra parte, un estudio reciente ha sugerido que el tratamiento con
galantamina produce una induccién del aclaramiento de BA en cerebro de un
modelo animal de EA, mediante la estimulacion de nAChRs microgliales
(Takata et al., 2010).

2.3. Alteraciones conductuales

La EA es un trastorno lento y progresivo, con un inicio insidioso y
progresivo deterioro de la memoria episodica; los signos instrumentales
incluyen afasia, apraxia y agnosia, asi como sintomas cognitivos generales,
relacionados con alteracion del juicio, la toma de decisiones y desorientacion
temporal y geografica (Blennow et al., 2006). En la EA, el rendimiento en el
aprendizaje se encuentra comprometido, asi como la velocidad para resolver
problemas; estas alteraciones pueden estar acompafadas de delirio,
depresion, agitacion 'y conducta agresiva (Albert, 1996). La
neurodegeneracion en la EA, se estima que comienza 20-30 afios antes del
inicio de la clinica (Davies et al., 1998). Durante esta fase preclinica de la
enfermedad, aparecen los primeros sintomas. Esta fase es a menudo
denominada de deterioro cognitivo leve (MCI), que se define sobre la base de
los informes subjetivos de pérdida de memoria. La MCI es etiolégicamente
heterogénea, debido a que muchos pacientes que la presentan tienen una EA
prodromica, mientras que otros pueden tener una forma benigna de MCI,

como parte del proceso normal de envejecimiento y en otros casos pueden
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tener otros trastornos vasculares asociados con demencia. El subtipo de
memoria con predominio de MCIl amnésico, se ha sugerido que constituye
una etapa de transicidén entre el envejecimiento normal y la EA, pero algunos
datos muestran que muchos pacientes con MCI amnésico se encuentran
realmente en el principio de la enfermedad (Petersen, 2004). En la etapa final
de la enfermedad se producen cambios en el comportamiento y en la
personalidad. En la fase mas grave, se desarrollan complicaciones motoras,
las cuales junto con la demencia pueden dejar al paciente discapacitado
(Romanelli et al., 1990).

2.4. Modelos animales de EA

Desde la década de 1990, se han desarrollado una variedad importante
de modelos de ratones transgeénicos, para el estudio de las alteraciones
moleculares y funcionales en la EA. De manera general, estos modelos se
basan en los mecanismos involucrados en la etiopatogénia de la enfermedad,
los cuales tienen que ver con el procesamiento de BA y la agregacion de la
tau. El primer modelo para pBA, fue desarrollado en 1995 y se denomino
PDAPP (expresa APP a partir del factor de crecimiento derivado de
plaquetas, PDGF), el cual mostraba un incremento considerable de pA140 Y
BA1.42. Poco tiempo después se desarrollo el Tg2576, el cual ha sido
evaluado en diferentes tareas cognitivas y se describira a continuacion mas
detalladamente. Otros modelos relacionados con el procesamiento de la A,
comprenden aquellos que sobreexpresan PS1 y PS2, asi como modelos con
combinaciones de multiples genes, dentro de los cuales tenemos el
APP+PS1, PSAPP, CRNDS8 y el PDGF-APPg.. En cuanto a los modelos
relacionados con la agregacion de fau, podemos mencionar aquellos que
permiten estudiar la formacién progresiva de los ovillos neurofibrilares, como
son el P301S, P301S FTDP-17 y el rTg(tauP301L)4510 (Spyres y Hyman,
2005).
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2.5. El modelo Tg2576

Hsiao (1996), desarrollé el modelo de raton transgénico Tg2576 de EA
que sobreexpresa una forma mutada de APP. Estos ratones son transgénicos
para la cDNA APP695 humana, con la doble mutacion Swedish (K670N vy
M671L), controladas mediante la proteina promotora del pribn de hamster
(PrP). Los ratones heterocigotos Tg2576 producen 5.5 veces mas APP, por
encima de los niveles endodgenos y desarrollan placas neuriticas en el
hipocampo similares a los observados en la EA, lo que los hace adecuados
para estudiar la relacion entre la patologia y la memoria. El incremento de A
puede aparecer aproximadamente a los 6 meses de edad y las placas
pueden observarse entre los 9-12 meses en la corteza, subiculo, y cerebelo.
De igual manera, la forma soluble de BA puede estar presente durante toda la
vida del raton, pero la forma insoluble de la proteina estara ausente hasta los

6 meses de edad (Kawarabayashi et al., 2001; Westerman et al., 2002).

El Tg2576 presenta un fenotipo electrofisiolégico dependiente de la
edad, el cual a edades mas avanzadas se caracteriza por un deterioro en la
induccion de la potenciacién a largo plazo (LTP) en el hipocampo, tanto in
vivo como in vitro. En la corteza, la integracion sinaptica también se ve
afectada in vivo (Chapman et al., 1999). Estas alteraciones funcionales
pueden ser la base de algunos de los déficits de memoria observados. Las
placas en Tg2576 se asocian con neuritas distroficas y gliosis, pero sin
pérdida global de las sinapsis o neuronas en CA1. Algunos autores han
reportado, que la densidad de las espinas dendriticas disminuye en CA1 de
Tg2567 antes de la deposicion de placas, lo que demuestra que este modelo
puede emular algunos de los circuitos sinapticos afectados en la EA (Lanz et
al., 2003; Stern et al., 2004).
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En las tareas de aprendizaje y memoria de referencia en el LAM con
plataforma sumergida, los ratones Tg2576 han mostrado un déficit sutil en la
memoria espacial, a una edad cercana a los 8 meses. En el LAM, los
animales deben resolver un problema espacial, utilizando para ello una serie
de senales distales de orientacion (referencia espacial) simultaneas. Es
importante considerar, que el deterioro en el aprendizaje espacial y la
memoria en los ratones Tg2576 puede comprometer su procesamiento de las
sefales de orientacion extra-laberinto, durante la prueba de referencia de
aprendizaje en el LAM, y aunque esto puede no ser necesario para la
solucién de la tarea, este tipo de deterioro puede causar un retraso en la
capacidad para recordar la ubicacion de la plataforma (Janus y Westaway,
2001).

Ademas del LAM, diferentes investigaciones con Tg2576 han utilizado
distintas pruebas para evaluar sus caracteristicas de actividad,
sensoriomotoras y cognitivas (King et al., 1999). Por ejemplo, en la
evaluacion de la actividad exploratoria en un nuevo ambiente se han utilizado
pruebas como el campo abierto y el LY, mostrando discapacidad en la tarea
de la alternancia espontanea y un incremento en los niveles de actividad en
el area periférica del campo abierto (Lalonde et al., 2003). Las diferencias en
los procedimientos de las distintas pruebas aplicadas para evaluar el déficit
cognitivo en ratones Tg2576, asi como otras condiciones relacionadas por
ejemplo, con las condiciones de alojamiento durante el experimento, deben
tomarse en cuenta en la interpretacién de los resultados (Janus y Westaway,
2001). En conclusion, los ratones Tg2576 son un modelo valioso para el
estudio de algunos aspectos de la EA, fundamentalmente los relacionados
con el deterioro cognitivo en una serie de tareas hipocampo-dependientes,

sin alteraciones sensoriales importantes.
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2.6. Hipocampo y memoria

Las estructuras del I6bulo temporal medial en el cerebro de los
mamiferos, son criticas para las funciones de la memoria, ya que nos
permiten realizar un registro acerca de nuestras experiencias, de la
adquisicién de nuevos hechos y la preservacion de la informacién sobre los
eventos en nuestras vidas (aspecto denominado comunmente como memoria
episodica). Este sistema permite la comunicacion entre los circuitos corticales
de orden superior y la formacién del hipocampo. Sobre la base de muchos
anos de investigacion, el hipocampo ha estado altamente involucrado en el
aprendizaje y la memoria. Aunque al dia de hoy, se ha avanzado mucho en la
comprension de cdmo el hipocampo procesa la informacion y qué tipo de
informacion puede procesar, todavia existe la discusion acerca de la funcion

precisa de esta estructura (Gilbert y Brushfield, 2009).

Manns y Eichenbaum (2005), indicaron que las primeras descripciones
de la formacion del hipocampo sugieren que la informacion se procesa en
serie, a través de las subregiones del hipocampo mediante un bucle
trisinaptico. La informacion ingresa a través de proyecciones de la corteza
entorrinal al giro dentado y de ahi a la subregion CA3, que a su vez se
proyecta hacia la subregion CA1. La subregién CA1 tiene proyecciones hacia
el subiculo, que a su vez tiene proyecciones de nuevo hacia la corteza

entorrinal, para finalmente completar el bucle trisinaptico.

Basado en esta idea, una lesidbn o dafio a cualquier componente
anatomico del bucle trisinaptico, daria lugar a la disfuncion del hipocampo.
Los primeros estudios relacionados con estas alteraciones fueron realizados
en ratas con lesiones en el GD, CA3 y CA1, en una version para evaluar la
memoria de trabajo en un laberinto radial de ocho brazos, mostrando un
déficit similar a una lesién completa del hipocampo (Jarrard, 1983; Emerich y
Walsh, 1989; Volpe y Davis, 1989;). Otros trabajos realizados, mediante
lesiones en estas mismas estructuras, también han demostrado déficits en el

desempenfio de una tarea de referencia espacial en el LAM (Nanry et al, 1989;
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Olsen et al, 1994;. Whishaw et al., 1994). De igual manera, los modelos y
estudios de comportamiento mas recientes, también han demostrado que las
distintas subregiones del hipocampo contribuyen de forma especifica en el
procesamiento de la informacion en el aprendizaje y la memoria. En este
sentido, algunos autores han demostrado mediante lesion en la subregion
CA3 dorsal en ratas, que esta estructura esta estrechamente involucrada en
la memoria de trabajo espacial (Gilbert y Kesner, 2006). Otras
investigaciones, basadas en lesiones a nivel del giro dentado, CA1 y CAS,
han sugerido diferencias en la cooperacion funcional entre estas subregiones,

en la referencia espacial y la memoria de trabajo (Okada y Okaichi, 2009).

Un dano en el hipocampo a cualquier edad puede causar un sindrome
amnésico. Las caracteristicas de la pérdida de la memoria a edades mas
avanzadas, en los seres humanos y animales de laboratorio, se asemejan a
las principales caracteristicas de este sindrome amnésico. Sin embargo, a
diferencia de los pacientes amnésicos con destruccién franca del hipocampo,
las neuronas y los circuitos corticales pueden permanecer intactos en el
envejecimiento cuando los déficits en la memoria se producen. De hecho, la
base del deterioro de la memoria en el envejecimiento no patoldgico, es
debido en gran parte a alteraciones funcionales sutiles y no a la
neurodegeneracion, (Gallagher et al., 2010).

Investigaciones recientes han demostrado que en el envejecimiento se
altera la capacidad de codificar rapidamente la informacién enviada desde la
corteza entorrinal al giro dentado (GD) y subregiones CA3. Es ampliamente
reconocido que los primeros signos neuropatoldgicos de la EA se encuentran
en el sistema del hipocampo, sobre todo en neuronas de la capa Il de la
corteza entorrinal, donde el fracaso sinaptico (en las conexiones GD/CA3) se
cree que preceden a la degeneracion neuronal. Adicionalmente, las neuronas
CA1, son muy sensibles a la excitotoxicidad y se pierden en grandes
cantidades en la EA (Gilbert y Brushfield, 2009).
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Cabe resaltar, que esta es una estructura sometida a cambios
plasticos tanto funcionales como morfolégicos. Asi, se ha descrito que el
proceso de formacién de neuronas granulares completamente nuevas, esta
acompanada por el crecimiento de sus axones, dendritas y sinapsis,
(neurogénesis adulta). Ademas, las neuronas granulares preexistentes del
giro dentado y las neuronas piramidales en las areas CA1 y CA3 pueden
sufrir modificaciones dinamicas en forma de extension y retraccion dendritica,
asi como la formacién y la eliminacion sinaptica. Todos estos tipos de
plasticidad estructural y funcional, estan sujetos a modificaciones por
multiples factores y condiciones (Leuner y Gould, 2010), y son la base de los

proceso de aprendizaje y memoria espacial.

2.7. Neurogénesis, aprendizaje y EA

La imposibilidad de generar nuevas neuronas en los organismos
adultos, fue una idea que prevalecié hasta casi la década de los 80, en el
siglo XX. Los primeros indicios que mostraban la generacién de nuevas
neuronas en sujetos adultos, fueron hallados por Altman en la los afos 1960
(Altman y Das, 1965). Este investigador trabajo con timidina tritiada, la cual
se incorporaba al ADN en divisibn y permitia identificar las neuronas
formadas de nuevo. Posteriormente, se utiliz6 como marcador la
bromodeoxiuridina (BrdU), usando el mismo principio de incorporacion al
ADN en division. En la actualidad existen formas diversas, incluyendo
técnicas de ingenieria genética, para la identificacion de estas nuevas células
(Deng et al., 2010). Hasta la fecha, la formacion de nuevas neuronas o
neurogénesis, se ha descrito tanto en roedores como en primates no

humanos (Gage, 2000), al igual que en humanos (Eriksson et al., 1998).

En mamiferos se ha descrito neurogénesis en dos zonas del cerebro:
la zona subgranular del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular
de los ventriculos laterales. La formacién de estas nuevas neuronas y su
integracion en circuitos existentes, es una muestra mas de un cambio

estructural en el cerebro que refleja la plasticidad del mismo. Por este motivo,
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es importante establecer en qué procesos va a tener relevancia la
incorporacion de estas neuronas, y qué funcion van a desempenfar (Deng et
al., 2010).

La formacion de nuevas neuronas en el hipocampo se da en el giro
dentado, las células pluripotenciales residen en la zona subgranular, y dan
origen a las células progenitoras en unas zonas llamadas nichos
proliferativos. La mayoria de estas células progenitoras maduran, formando
neuronas que se integran en la zona granular del giro dentado, enviando sus
proyecciones axonales hacia el area conocida como cuerno de Amén (CA3) y
las arborizaciones dendriticas, hacia la capa granular. Recientemente se ha
sugerido que las neuronas nuevas maduras, son incorporadas en el
hipocampo para integrarse en circuitos neurales existentes; estas nuevas
neuronas podrian contribuir a la estabilizacion de los cambios sinapticos,
necesarios para la consolidacion de la memoria (Ming y Song, 2005; Arias-
Carrion et al., 2007).

El proceso de maduracién de las nuevas neuronas es especie-
especifico, siendo el ratén, una de las especies donde se ha estudiado mejor
este proceso. Durante la primera semana, se produce la migracion hasta la
zona granular y se inicia la diferenciacion mostrandose algunas
prolongaciones. Estas neuronas son activadas de forma tonica por el
neurotransmisor GABA, presentando caracteristicas funcionales de neurona
inmadura. Durante la segunda semana, se incrementan las ramificaciones y
la arborizaciéon dendritica se extiende hacia la capa molecular (CA3) del
cuerno de Amon; en esta fase estas células siguen presentando
caracteristicas fisiolégicas de células inmaduras (resistencia de membrana
alta, falta de espinas dendriticas) y aun no reciben aferencias
glutamatérgicas. Esta fase depende de los inputs GABA, que siguen
actuando como excitadores a este nivel (Ge et al., 2006; Overstreet-Wadiche
et al., 2005; Markwardt et al., 2009).

39



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar ..
ISBN:/DL:T. 1035-24Atroduccion

Durante la tercera semana, las neuronas nuevas ya adultas inician la
formacion de contactos aferentes y eferente, y aparecen las primeras espinas
dendriticas. Se establecen contactos con los axones de la via perforante que
proviene del cértex entorrinal, y se estableceran contactos eferentes con las
neuronas del area CA3 a través de la via musgosa. Estos contactos, en
ambos casos se consolidan sobre zonas que ya estaban preparadas para
este contacto, lo que sugiere que la existencia de sinapsis previas en estas
zonas también esta influenciando el proceso y que estos nuevos contactos
modifican la actividad del circuito. La integracion de estas nuevas neuronas
en el circuito, coincide con el cambio en los efectos producidos por GABA,
que deja de ejercer efectos excitatorios para iniciar sus funciones inhibidoras
habituales en las neuronas adultas. En este momento, también las nuevas
neuronas empiezan a recibir inputs glutamatérgicos y su supervivencia
dependera de este proceso. Alrededor de las semanas 4-6, estas nuevas
neuronas muestran una mayor plasticidad que las neuronas preexistentes;
por ejemplo, en las nuevas neuronas los procesos de potenciacion a largo
plazo, se inducen con mayor facilidad que en las neuronas viejas (Ge et al.,
2006). Estas caracteristica sugieren, que estas nuevas neuronas pueden
contribuir a los procesos de aprendizaje (Deng et al., 2010).

Un aspecto interesante del que practicamente no existen datos, es la
relacion o interacciones entre la proliferacion durante el aprendizaje y las
nuevas neuronas maduras, que vayan a ser integradas en el aprendizaje.
Pareceria logico, que durante la adquisicibn de nuevas tareas o la
consolidacion de la memoria, las neuronas nuevas maduras en fase de
integracion o integradas en circuitos, impidieran que otras neuronas en
maduracion se integraran en estos circuitos, o incluso que la propia
proliferacion se viera disminuida. Hasta la fecha, se han descrito una gran
cantidad de factores que pueden alterar el proceso de formacion de nuevas
neuronas, como por ejemplo: el ejercicio, el estrés, o algunos farmacos. Si
como hemos citado anteriormente, la neurogénesis en el adulto tiene un
papel crucial en los procesos de memoria y aprendizaje, debemos seguir
estudiando aquellos factores que puedan alterar el proceso. Ademas, es
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posible que los cambios en la neurogénesis precedan a los cambios
conductuales o que nos proporcionen mayor sensibilidad para la deteccion de

efectos neurotoxicos.

En la EA, el potencial proliferativo se encuentra disminuido, asi como
el nivel de los factores que ayudan a la regeneracién (Zhao et al., 2008). Sin
embargo, cabria esperar que este proceso se instaurase de forma progresiva,
al igual que la propia enfermedad. En este sentido, algunos trabajos han
mostrado evidencias de un incremento de estos procesos en las fases
iniciales de la enfermedad, que han sido interpretados como un intento de
compensacion del sistema (Ribes et al., 2008; Yu et al., 2009). Parece logico
que el propio sistema intente compensar en las primeras fases los déficits
que se van produciendo, hasta que los mecanismos de compensacion

fracasen.
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Justificacion

Como hemos comentado en el capitulo previo, los insecticidas OPs en
general y en particular el CPF, son sustancias usadas de forma extensa.
Aunque sus principales dianas sean las colinesterasas, existen diversos
trabajos que muestran sus efectos sobre otras enzimas y sobre otros
sistemas de neurotransmision, como el dopaminérgico o el serotoninérgico.
Los grupos de riesgo mas importantes, son aquellos que por su ocupacion
manipulan estos plaguicidas de forma masiva, sobre todo en la fumigacion
agricola y en la ganaderia, donde los trabajadores se encuentran expuestos
de manera cronica y en algunos casos son susceptibles de sufrir
intoxicaciones de tipo aguda, constituyendo un importante problema de salud
publica y laboral. La inhibicion de la AChE, produce una acumulacion de ACh
en el espacio sinaptico, responsable de la mayoria de los sintomas
observados en las intoxicaciones por estos compuestos. Sin embargo,
existen otros sintomas distintos al hipercolinérgico, derivados de la
exposicion cronica 6 producidos a largo plazo a partir de la propia
intoxicacion aguda. Asi por ejemplo, se distinguen las consecuencias
funcionales posteriores a la exposicion cronica y que vendrian definidas por

una mayor vulnerabilidad a trastornos psiquiatricos de caracter afectivo
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(ansiedad/depresién), conjuntamente con alteraciones sutiles en la ejecucion
de pruebas cognitivas especificas (tiempo de reaccion, atencidn sostenida). A
estos efectos, debemos afiadir las consecuencias neurocognitivas a largo
plazo por la intoxicacibn aguda con estas sustancias, en donde se ha
informado de alteraciones en la atencidn visual y verbal, memoria visual 6
velocidad visual-motora, afios después de la exposicion (Mackenzie et al.,
2010; Roldan-Tapia et al., 2005; Roldan-Tapia et al., 2005). Otras
investigaciones a nivel experimental, han demostrado como entre cuatro y
seis meses después de una intoxicacion aguda con CPF, también se
producen alteraciones conductuales observables en la ejecucidn de una tarea
de adquisiciones repetidas en el LAM (Sanchez-Santed et al., 2004; Cainadas
et al., 2005).

Por otro lado, diversos estudios epidemiolégicos y clinicos
desarrollados desde los afos setenta, han relacionado la exposicion a
plaguicidas OPs con una mayor incidencia de enfermedades
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer ¢ escleroris lateral
amiotréfica (Alavanja et al, 2004; Kamel y Hoppin, 2004; Firestone et al,
2005; Lee et al, 2007; Hayden et al, 2010). Ademas, estudios experimentales
en animales, han demostrado que algunas sustancias como el rotenone 6 el
paraquat pueden inducir parkinsonismo (Betarbet et al., 2000; Tiruchelvam et
al., 2000). Sin embargo, existen pocos datos experimentales que permitan
dar soporte a la informacidn epidemiolégica sobre trastornos

neurodegenerativos, como en el caso de la EA.

La EA es con diferencia, el trastorno neurodegenerativo mas frecuente
entre la poblacion adulta. Aunque existen algunas formas familiares con un
patron de transmisién autosémico dominante, estas formas son las menos
frecuentes. La forma mas frecuente es la no familiar o esporadica, en la cual
el factor de riesgo mas importante es la edad, y se acepta que hay multiples
factores de riesgo genéticos y ambientales que contribuyen al desarrollo de la
misma. Hasta la fecha, existen 2 grandes lineas de estudio en relacion a la

EA: la hipotesis de la cascada PBA, que supone que el aumento de esta
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proteina seria la causa primaria de la EA; y la teoria colinérgica, que supone
un déficit primario ligado a la degeneracion de los nucleos colinérgicos de la
base, y que ha dado lugar a interesantes aproximaciones terapéuticas. En
este sentido, los agonistas colinérgicos son en la actualidad farmacos
autorizados para su uso en la EA. Ademas, existen datos que muestran la
interaccidn entre el sistema colinérgico y la proteina A (Roberson y Harrell,
1997; Hedberg et al., 2008; Pakaski y Kalman, 2008).

Hipotesis

Aunque los efectos colinérgicos del plaguicida CPF, podrian inducir
una mejora en las capacidades cognitivas de los sujetos con EA, los efectos
a largo plazo sobre el sistema colinérgico y sobre otros sistemas de
neurotransmision (GABA, Dopamina y Serotonina), podrian explicar algunos
de los déficits observados en humanos expuestos. Nuestra hipotesis de
partida, es que la sobreactivacidon del sistema colinérgico puede ser
responsable de una mejora funcional transitoria en sujetos con un sistema
colinérgico deficitario, mientras que los efectos sobre otros sistemas
enzimaticos implicados en el metabolismo de la proteina A, modificarian los
niveles de este péptido. La sobreestimulacion del sistema colinérgico, puede
estimular también los procesos de proliferacion y diferenciacion celular. En
general, los efectos observados deberan ser dependientes de la dosis y del

tiempo transcurrido desde la exposicidn al toxico.
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Objetivos

El presente estudio tiene como objetivo determinar los efectos
neurotoxicos de la exposicion al insecticida CPF y su posible relacion con la
patologia de Alzheimer, usando para ello un modelo animal transgénico para
la EA con una afectacidn leve del sistema colinérgico, y sus respectivos
controles. Para ello se han planteado 2 fases experimentales, de manera de

alcanzar los siguientes objetivos:

1- Estudiar los efectos a largo plazo de la exposiciéon aguda a CPF y su

repercusion sobre la memoria espacial, las funciones motoras y la ansiedad.

2- Estudiar los efectos a largo plazo de la exposicion aguda a CPF, sobre los

niveles de PA totales en cortex cerebral e hipocampo.

3- Estudiar los efectos derivados de la exposicion repetida a CPF y su

repercusion sobre la memoria espacial, las funciones motoras y la ansiedad.

4- Estudiar los efectos derivados de la exposicidon repetida a CPF, sobre los
niveles de PA soluble e insoluble en cortex cerebral e hipocampo.

5- Estudiar los efectos derivados de la exposicion repetida a CPF y su

repercusion sobre la neurogénesis y la memoria espacial.
6- Estudiar los efectos derivados de la exposicion repetida a CPF, sobre los

niveles de la APP, y sobre la expresion de la enzima BACE1 vy las isoformas
de splice de BACE 1.
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Figura 4.14. DNA-Chip del Bioanalyzer 2100 para la determinacion de las variantes de splice
de BACE1.

4.4. Determinacion de los niveles de APP

Reactivos y equipos

118

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

Tampon de migracion 1X (Tris-base, glicina, SDS al 0.1%)

Tampodn de transferencia 1X (Tris-base, glicina, metanol)

Tampon TBS-T (Tris-base, NaCl, Tween 20 al 10%)

Tampon para muestras (Tris-HCI 1M pH 6.8, SDS al 10%, glicerol, f-
mercaptoetanol, azul de bromofenol al 0.1%)

Gel de separacion y concentracion:

Acrilamida-bisacrilamida al 40%

Tris-HCI 1.5M pH 8.8

SDS al 10%

N,N,N’,N -tetrametildiaminoetileno (TEMED)

Persulfato de amonio al 10%

Tampon homogenizador (PBS 0.1M pH 7.2, Triton X-100, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo, aprotinina y ortovanadato)

Revelador quimioluminiscente Inmun-Star WesternC (Bio Rad-)

Leche desnatada en polvo

Marcador de peso molecular (Bio Rad)

Anticuerpos primarios:

Polyclonal rabbit Anti amyloid precursor protein, universal (Millipore-)
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Monoclonal mouse Anti beta-actin (Santa Cruz Biotechnology-)
- Anticuerpos secundarios:
Goat Anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology-)
Goat Anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology-)
- Homogenizador manual
- Ultracentrifuga Centrikon T-1045 (Kontron-)
- Agitador orbital
- Membranas Inmun-Blot PVDF, capacidad de unién 150-160 ug/cm? y
tamano de poro 0.2 um (Bio Rad-)
- Equipo para Western Blot Mini Trans-Blot Cell (Bio Rad*)
- Fuente de alimentacién PowerPac HC (Bio Rad")

- Camara para revelado VersaDoc MP5000 (Bio Rad-)

Procedimiento

La determinacion de los niveles de APP en cértex cerebral, se realizo
mediante la técnica de Western Blot (WB), con una electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y revelado con quimioluminiscencia. En primer
lugar, se obtuvieron los homogenizados adicionando un volumen del tampdn
homogenizador a cada muestra (por cada 0,1 g de tejido se adicionan 0.5
ml), la cual fue siempre mantenida en hielo. Inmediatamente, la muestra fue
centrifugada a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C; el sobrenadante fue
separado y conservado en nevera hasta su posterior analisis. De manera de
determinar la cantidad de proteina requerida en el analisis para cada
muestra, se determind previamente su concentracion mediante el método de
Bradford (descrito previamente en el analisis de la actividad de AChE). Para
el procedimiento de migracidon y separacion de la APP, fueron preparados
previamente un gel de separacion y otro de concentracion, en los cuales se
formaron los respectivos pozos que contendran cada una de las muestras.
Posteriormente, se procedié a calcular la proporcion de la mezcla total
homogenizado/tampdn para cada muestra que se debia colocar en cada
pozo del gel, segun la concentracion de proteinas obtenida en el analisis de

Bradford. Para efecto de estos calculos, se asumio una cantidad requerida de
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proteina de 50 ug por pozo, obteniendo un volumen final de 12.5 ul por pozo
de la mezcla total homogenizado/tampdn. Una vez preparadas las muestras,
se calentaron a 100 °C durante 5 min e inmediatamente fueron aplicadas en
su correspondiente pozo en el gel y colocadas en la cubeta del equipo para
WB que contenia el tampon de transferencia. Adicionalmente, en uno de los
pozos se aplicaron 10 ul del marcador de peso molecular. Finalmente, se
realizé la electroforesis utilizando la fuente de alimentacion a un voltaje

constante de 100V (70-80 mA), durante 90 min a temperatura ambiente.

Una vez separada la proteina, se procedio a realizar la transferencia a
la membrana de PVDF (previamente activada en metanol, agua ultrapura y
tampdén TBS-T), para lo cual se realizé el sandwich de transferencia con los
componentes y orden siguientes: soporte anodo — esponja — papel
absorbente — membrana PVDF — gel con la proteina separada — papel
absorbente — esponja — soporte catodo. El sandwich se colocé dentro de la
cubeta (con un bloque de hielo) que contenia el tampdn de transferencia y se
conecté a la fuente alimentacion a un voltaje constante de 30V (200 mA),
durante 90 min a 4 °C. Una vez finalizada la transferencia, se retird la
membrana del sandwich y se realizo el bloqueo colocandola en una solucion
de leche desnatada en polvo al 5% en tampdn TBS-T, durante 1 hora en
agitacion y a temperatura ambiente. Después del bloqueo la membrana fue
lavada con el tampdén TBS-T, en agitacion durante 4 min x 3 veces.
Inmediatamente, se procedié a incubar la membrana con los anticuerpos
primarios para APP y (-actina (control interno) en una proporcion de 1/1000
en la solucidn de leche desnatada en polvo al 5% en TBS-T, durante 24
horas, en agitacion constante y a 4 °C. Después de este periodo, la
membrana fue lavada nuevamente con el tampén TBS-T, en las mismas
condiciones anteriores e incubada con los anticuerpos secundarios
preparados en una proporcion de 1/1000 en la solucién de leche desnatada
en polvo al 5% en TBS-T. El tiempo de incubacion con el anticuerpo
secundario fue de 90 min, en agitacion y a temperatura ambiente. Al finalizar
la incubacion con el anticuerpo secundario, se lavd la membrana siguiendo

las mismas condiciones y se procedié a su revelado. Para esto, se aplico

120



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar ; .
ISBN:/DL:T. 1035-2011 Metodologia de la fase experimental 2

sobre la membrana 1600 ul del revelador quimioluminiscente, se introdujo
dentro de la camara y se realiz6 la captura de las imagenes. La
determinacién de la cantidad expresada de APP a partir del volumen de la
banda obtenida en cada muestra, se realizé mediante el programa Quantity
One- (Bio Rad-) y los resultados fueron posteriormente normalizados con su

respectivo control interno.
5. Proliferacion y diferenciaciéon de nuevas células
Reactivos y equipos

- Tampoén PO4 0.1M
- Tampdn TBS (Tris-HCI, NaCl)
- Acido clorhidrico 2N
- Tampon borato 0.1M pH 8.5
- Tritdén X-100 10%
- Solucién Antifade (SlowFade®, Invitrogen)
- Suero (Donkey serum, Sigma®)
- Anticuerpos primarios:
Monoclonal rat Anti-BrdU (Seralab-)
Monoclonal mouse Anti-Neuronal Nuclei, NeuN (Chemicon-)
Policlonal rabbit Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP (Sigma-)
- Anticuerpos secundarios:
Alexa Fluors Rhodamine
Alexa Fluor- Cy5
Alexa Fluore FITC
- Agitador incubador para microplacas (EImi®)
- Microscopio de Fluorescencia Laser-Confocal (Nikon: NIS-Elements
Eclipse TE2000E)
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Procedimiento

Los cortes obtenidos (primera serie de 6 pozos de la placa) fueron
transferidos cuidadosamente a otra placa, en la cual se realizaron dos
lavados con el tampon TBS en agitacion durante 5 min a temperatura
ambiente y posteriormente incubados con 2 ml de HCI 2N durante 30 min a
37 °C y en agitacion. Después fueron colocados en el tampon borato 0.1M
pH 8.5, durante 10 min a temperatura ambiente. Se realizaron 6 lavados
adicionales y posteriormente fueron transferidos a un tampon TBS-plus (TBS,
Triton X-100 10% y donkey serum), en el cual se dejaban durante 30 min a
temperatura ambiente. Las secciones de cortes se colocaron en los
respectivos anticuerpos, diluidos en las proporciones recomendadas
(monoclonal rat Anti-BrdU 1:500, monoclonal mouse Anti-NeuN 1:200 y
policlonal rabbit Anti-GFAP 1:160) y se dejaron en incubacién durante 48 h a
4 °C. Después de este periodo, se realizaron dos lavados de 5 min cada uno
con el tampon TBS y otro de 30 min con el TBS-plus. Se adicionaron los
anticuerpos secundarios en una proporcion recomendada de 1:250 y se
dejaron incubando durante 4 h a temperatura ambiente, en agitacion vy
protegidos de la luz. Se realizaron seis lavados de 5 min cada uno con el
tampén TBS y se transfirieron después a un tampon PO4 0.1M al cual se
anadio 3-4 gotas de Triton X-100 al 10%. Finalmente, se realiz6 el montaje en
laminas porta-objeto (uno para la serie completa de cada cerebro)
adicionando a cada corte 1 gota de la solucion anti-fading, se dejo secar
durante 24 h a temperatura ambiente previa colocacion del cubre-objeto y se
guardaron a 4 °C, siempre protegidos de la luz hasta su posterior

observacion en el microscopio.

Las muestras fueron observadas en el microscopio de fluorescencia
laser-confocal, mediante un barrido (scanning) a diferentes longitudes de
onda (rojo=632 nm, verde=543 nm y azul=488 nm) interactuando con los
cromoforos (anticuerpos secundarios), para generar una imagen bi-
tridimensional de los diferentes tipos celulares. El analisis de la neurogénesis

comprendio el contaje de células inmaduras en fase proliferativa (marcadas
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con BrdU) y su diferenciacion a neuronas (marcaje con NeuN) 6 astrocitos
(marcaje con GFAP) mediante co-localizacion. Las regiones evaluadas

comprendieron el hilus y la zona granular del giro dentado del hipocampo
(Ribes et al., 2008).
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1. Peso corporal y mortalidad

En relacién a la variacion en el peso corporal durante el tratamiento
con CPF, se analiz6 mediante la aplicacion de un analisis multivariado
ANOVA (tratamiento x genotipo) para medidas repetidas, utilizando el dia
como factor de repeticion intra-sujetos. Se observo un efecto general del
genotipo [F(1, 26)=40.873, p<0.001], asi como una interaccion entre el dia y
el tratamiento [F(1, 26)=3.671, p=0.009], indicando variaciones de peso a lo
largo del tratamiento (Fig. 4.15). En general, desde antes del tratamiento y
durante todo el experimento los ratones transgénicos presentaron un peso
corporal menor que los ratones wild. Después de administrada la primera
dosis de CPF, se produjo una disminucion del peso corporal a partir de las 24
horas, tanto en los ratones wild como en los transgénicos. Después de la
cuarta dosis de tratamiento, durante los 4 dias de descanso, se observo una
recuperacion del peso a partir de las 48 h de iniciado dicho periodo. La
disminucién del peso corporal fue menos importante en el segundo periodo
de tratamiento en comparaciéon con el primero, y se pudo observar una
recuperacion progresiva durante la primera semana después de la
administracion de la ultima dosis. Sin embargo, las diferencias comentadas
no fueron significativas entre los grupos. Dos animales (uno por cada grupo
tratado con CPF) murieron durante las semanas 2 y 3 después de iniciado el

tratamiento.

2. Actividad AChE

En cuanto a la actividad de AChE sérica, medida en los animales
expuestos comparados con sus respectivos controles, se obtuvieron valores
de 7.16% a las 4 horas, 51.58% a las 72 horas y de 84.03% a las 8 semanas,
después de la ultima dosis de CPF. La actividad de AChE cerebral,
determinada a las 8 semanas después del tratamiento fue de 80.45%.
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Figura 4.15. Muestra la variacién del peso corporal durante el experimento. Los valores

(media * error estandar) se registraron diariamente (d1-d14) y semanalmente (s1-s6).

3. Estado general en la FOB

El estado general de los animales durante y después del tratamiento
con CPF, fue evaluado mediante una FOB. Durante la fase de tratamiento,
todos los animales mostraron signos autonomicos colinérgicos a partir de la
tercera dosis, los cuales comprendieron principalmente un aumento en la
miccion y defecacion, incoordinacion al andar y temblor en reposo.
Adicionalmente, se observaron debilidad y letargo, asi como salivacion vy
lacrimacion aumentada a las 96 horas después de la primera dosis. Estos
signos fueron menos evidentes y desaparecieron de manera progresiva, una
vez finalizado el tratamiento. La valoracion de la actividad y excitabilidad, al
igual que la funcion neuromuscular y sensorial-motora, fue realizada a los 17
dias después de la ultima dosis de CPF. Los resultados obtenidos mediante
un ANOVA de dos factores, mostraron un efecto general relacionado con el
genotipo en la capacidad de escalar en la pantalla vertical [F(1, 27)=5.624,
p=0.026] y en la dificultad para enderezarse sobre una superficie [F(1,
27)=15.205, p=0.001]. De igual manera, se observé una interaccién genotipo

x tratamiento en estos mismos parametros [F(1, 27)=4.334, p=0.048; [F(1,
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27)=4.409, p=0.046], asi como en el tiempo en suspension [F(1, 27)=7.757,
p=0.010]. Un analisis mas detallado de estos parametros mostré que los
animales wild escalaban con mayor facilidad en la pantalla vertical que los
transgénicos, con diferencias significativas entre el grupo wild control y
transgénico control (Fig. 4.16A). De igual manera, los animales transgénicos
presentaron mayor dificultad para enderezarse sobre una superficie que los
wild, observando diferencias significativas entre el grupo de los controles wild
respecto a los transgénicos, tanto en los controles como en los tratados; sin
embargo, esta dificultad fue menor en los transgénicos tratados. Ademas, se
observaron diferencias significativas para este parametro entre el grupo
transgénico control y los grupos wild controles y tratados (Fig. 4.16B). Por
otra parte, los animales wild controles y los transgénicos tratados mostraron
una mayor capacidad para mantenerse suspendidos, con diferencias
significativas en los transgénicos tratados respecto a los transgénicos
controles y a los wild tratados (Fig. 4.16E). Estos resultados sugieren que el

tratamiento con CPF mejora las condiciones motoras en los transgénicos.
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Figura 4.16. Representa los resultados obtenidos en la FOB realizada a los 17 dias después
de la dltima dosis de CPF. Pantalla vertical: los sujetos con menor puntuacion, tienen mas
dificultad para escalar hasta el limite superior (A). Dificultad para enderezarse: las
puntuaciones mas altas indican mayor dificultad para los sujetos (B). Geotaxis negativa:
tiempo que tarda el sujeto en orientarse en posicién ascendente, en un plano inclinado de
45° (C). Fuerza de agarre con extremidades anteriores: obtenida en 3 medidas consecutivas
(D). Tiempo en suspension: tiempo maximo que el animal resiste colgado de una cuerda por
sus extremidades anteriores (E). Los datos se expresan como media * error estandar.
Aquellos grupos que no presentan una letra comun son significativamente diferentes
(p<0.05).
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4. Ansiedad en el laberinto circular elevado

Para estudiar los efectos del tratamiento y el genotipo sobre la
ansiedad, se utilizé un laberinto circular elevado a los 20 dias posteriores a la
administracion de la ultima dosis de CPF. Aunque no se observaron efectos
generales del genotipo ni del tratamiento, los resultados obtenidos mostraron
que los animales transgénicos tardaban mas tiempo en entrar en el area
cerrada que los animales wild, siendo menor este efecto en el grupo de los
transgénicos tratados en relacion a sus respectivos controles (Fig. 4.17A). De
igual manera, los grupos transgénicos entraban menos veces al area cerrada
que los grupos wild, con un numero total de entradas mayor en el caso de los
animales wild tratados (Fig. 4.17B). En cuanto al numero total de
levantamientos verticales o rearings, observamos que los grupos wild
obtuvieron un mayor valor en comparacién con los grupos transgénicos,
siendo el grupo wild control el que realizé un numero mayor de rearings (Fig.
4.17C). Con respecto al tiempo en el area abierta, los animales transgénicos
permanecieron un tiempo mayor que los animales wild, donde el grupo
transgénico control estuvo mas tiempo en esta area que el grupo transgénico
tratado (Fig. 4.17D). Sin embargo, no se detectaron efectos generales del
genotipo o del tratamiento ni diferencias significativas entre los grupos en los
diferentes parametros evaluados.
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Figura 4.17. Representa los resultados obtenidos en el laberinto circular elevado realizado a
los 20 dias después de la ultima dosis de CPF. Latencia de entrada en el area cerrada (A),
numero de entradas en el area cerrada (B), numero total de levantamientos verticales (C) y

tiempo en el area abierta (D). Los datos se expresan como media + error estandar.

5. Coordinacion motora en el rotarod

Las diferencias en la coordinacion motora y el equilibrio fueron
evaluadas a los 24 dias después del tratamiento con CPF. Mediante un
analisis multivariado ANOVA (tratamiento x genotipo) para medidas
repetidas, utilizando los dos ensayos de adquisicion como factores de
repeticion intra-sujetos. En cuanto a la latencia de caida se observa un efecto
significativo del factor ensayo [F(1, 26)=17.487 p<0.001] que nos indica una
mejora en la ejecucion entre ensayos, aunque no hay interacciones

significativas del genotipo, o del tratamiento con el ensayo. En cuanto a la
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latencia o tiempo que tardaban en caer la primera vez durante el primer
ensayo (T1), se observaron diferencias significativas entre los grupos [F(1,
29)=3.277, p=0.037]; estas diferencias estaban relacionadas con un mejor
desempeiio del grupo wild control frente a los otros grupos. También se
observaron diferencias significativas entre grupos para el primer ensayo (Fig.
4.18A). En cuanto al numero de caidas (Fig. 4.18B), se observo un efecto
general del ensayo durante el primer dia [F(1, 26)=71.56 p<0.001] que indica
una mejora en la ejecucidn entre el primer ensayo y el segundo, una
interaccidon significativa entre el ensayo y el tratamiento [F(1, 26)=6.943,
p=0.014] que indica que el tratamiento con CPF afecta a la adquisicion de la
tarea. Ademas se observa un efecto general del tratamiento durante el primer
ensayo del dia 1 [F(1, 26)=5.862, p=0.023] sobre el numero de caidas, siendo

el grupo wild control el que presenta un menor numero de caidas.

Mediante un ANOVA de dos factores (tratamiento x genotipo) para el
analisis de los datos de la sesién de prueba, realizada un dia después del
entrenamiento, se detectd un efecto general del genotipo en la velocidad
alcanzada [F(1, 29)=5.163, p=0.032] y una tendencia significativa en este
mismo efecto en la latencia para la caida [F(1, 29)=4.134, p=0.052]. En la
comparacion entre grupos en la latencia para la caida, observamos que los
ratones wild controles tardaban mas tiempo en caer que el resto de los
grupos, aunque sin diferencias significativas (Fig. 4.18C). Por otra parte, al
analizar la velocidad observamos que los animales wild control alcanzaron
una velocidad mayor antes de caer, con diferencias significativas respecto al
grupo transgénico control (Fig. 4.18D). En general, estos datos indican que
los ratones transgénicos presentan una peor coordinaciéon motora, y que el

tratamiento con CPF afecta la funcion motora en los sujetos wild.
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Figura 4.18. Representa los resultados obtenidos en la prueba de rotarod 24 dias después
de la ultima dosis de CPF. Latencia para la primera caida durante los ensayos de adquisicion
(T1y T2) en el dia 1 (A), numero de caidas durante los ensayos de adquisicion (T1y T2) en
el dia 1 (B), latencia para la caida durante el ensayo de prueba en el dia 2 (C) y velocidad
alcanzada durante el ensayo de prueba en el dia 2 (D). Los datos se expresan como media +
error estandar. Aquellos grupos que no presentan una letra comun, difieren
significativamente entre si (p<0.05). *p<0,05 indica una diferencia significativa entre los

ensayos T1y T2 durante la adquisicién en el dia 1.
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6. Aprendizaje espacial en el LAM

Adquisicion

La evaluacion de los efectos del tratamiento con CPF sobre el
aprendizaje y la memoria espacial, se realizé mediante un LAM a los 31 dias
después de la ultima dosis. Los datos obtenidos fueron analizados aplicando
un analisis multivariado ANOVA (tratamiento x genotipo) para medidas
repetidas utilizando el dia de entrenamiento como factor de repeticion intra-
sujeto, sobre la latencia de escape y la distancia recorrida hasta la plataforma
durante el periodo de adquisicion. Se observo un efecto significativo del
factor dia tanto en la latencia de escape, como en la distancia recorrida hasta
la plataforma [F(1, 26)=3.736, p=0.023, F(1, 26)=4.776, p=0.009], indicando
que todos los animales mejoraron su ejecucion a través de las sesiones de
entrenamiento. De igual manera, se observé una interaccion significativa
entre el tratamiento y el genotipo [F(1, 26)= 8.389, p=0.008] en la latencia de
escape a la plataforma, indicando que el tratamiento provoca efectos
diferentes, en funcion del genotipo del animal. Ademas, se observo un efecto
general del genotipo [F(1, 26)=5.378, p=0.029] y una interaccién entre el
tratamiento y el genotipo [F(1, 26)=7.789, p=0.010], en la distancia recorrida
hasta la plataforma.

Debido a los efectos significativos del genotipo y a las interacciones
observadas entre el genotipo y el tratamiento, se analizaron las diferencias en
los efectos de la exposicion a CPF entre los grupos, separando genotipos y
tratamiento. Mediante un f-test para muestras independientes, se obtuvieron
diferencias significativas en la latencia de escape en el grupo wild control, al
compararlo con los grupos transgénico control en los dias 1, 3, 4 y 6 y
transgénico tratado en el dia 7 de la adquisicion. Igualmente, los animales
wild controles mostraron diferencias significativas con respecto a los animales
wild tratados en los dias 6 y 7. También se observaron importantes
diferencias en la latencia de escape entre el grupo transgénico control y sus
correspondientes tratados en los dias 3, 4 y 6. Los resultados de estas
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comparaciones, se muestran en la figura Fig. 4.20. En cuanto a la distancia
recorrida hasta la plataforma, se detectaron diferencias significativas entre el
grupo wild control y los grupos transgénico control en los dias 1, 3,4, 5,6, 7y
8, y transgénico tratado en los dias 1, 7 y 8. También se observaron
diferencias significativas entre los wild controles y sus respectivos tratados en
los dias 6 y 7. Ademas, se detectaron diferencias significativas entre los
grupos de transgénicos controles y tratados en el dia 6. La figura Fig. 4.21
muestra los resultados de estas comparaciones. En general, los resultados
obtenidos en la latencia de escape y la distancia recorrida para encontrar la
plataforma durante la adquisicion, indican una mejora en el aprendizaje
espacial de los ratones transgénicos tratados con CPF; mientras que en los

animales wild, el tratamiento con CPF provocaria un deterioro a este nivel.
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Figura 4.19. Representa los resultados de la tarea de aprendizaje espacial, durante los 10
dias de adquisicidn en el laberinto acuatico de Morris con plataforma sumergida. Latencia de
escape (A) y distancia recorrida (B) hasta la plataforma. Datos se expresan como media

testandar.
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Figura 4.20. Muestra las diferencias entre los grupos en la tarea de aprendizaje espacial,
durante los 10 dias de adquisicion en el laberinto acuatico de Morris, en la latencia de
escape hasta la plataforma (media * error estandar). Las diferentes comparaciones fueron
realizadas mediante un t-test para muestras independientes. El asterisco indica diferencias

significativas entre grupos (p<0.05).
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Figura 4.21. Muestra las diferencias entre los grupos en la tarea de aprendizaje espacial,
durante los 10 dias de adquisicién en el laberinto acuatico de Morris, en la distancia recorrida
hasta la plataforma (media + error estandar). Las diferentes comparaciones fueron realizadas
mediante un t-test para muestras independientes. El asterisco indica diferencias significativas

entre grupos (p<0.05).
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Retencion

La retencion de la tarea de aprendizaje, fue evaluada mediante un
ensayo de prueba, realizado 4 horas después del ultimo ensayo de
adquisicién, en los dias 3, 5, 8, 10 y a las 72 horas después del ultimo dia del
periodo de aprendizaje. Al analizar los datos correspondientes al tiempo total,
la distancia total recorrida y la velocidad total de nado en el cuadrante
objetivo, en el que antes se encontraba la plataforma de escape, mediante un
analisis ANOVA (tratamiento x genotipo) no se observaron efectos generales
del genotipo o del tratamiento ni diferencias significativas entre los grupos en
ninguno de los ensayos de prueba. Para analizar mejor el desempefo
durante los ensayos de prueba, fue aplicado un t-test para datos apareados a
cada grupo, de manera de comparar el tiempo total empleado, la distancia
total recorrida y la velocidad total de nado en el cuadrante objetivo, con el
promedio del tiempo total, la distancia total, o la velocidad total en los otros
tres cuadrantes de la piscina. En los resultados obtenidos, se observé que los
animales del grupo wild control recorrieron una distancia significativamente
mayor en el cuadrante objetivo [t=2.423, d.f.7, p=0.046], al compararlo con el
promedio de la distancia en los otros cuadrantes, en el ensayo de prueba
realizado en el dia 10 de la adquisicion (Fig. 4.23A y B). Ademas, el grupo de
los animales transgénicos tratados mostr6 una velocidad de nado
significativamente mayor en el cuadrante objetivo [=3.300, d.f.5, p=0.021],
respecto al promedio de la velocidad en los otros cuadrantes en el ensayo de
prueba del dia 10 de la adquisicion (Fig. 4.23C). Por otra parte, el grupo de
wild control mostré6 un mejor resultado en el tiempo de busqueda [t=2.465,
d.f.7, p=0.043] y recorri6 una distancia significativamente mayor [=3.911,
d.f.7, p=0.006] en el cuadrante objetivo, en comparacién al promedio del
tiempo y la distancia en los otros cuadrantes, en el ensayo de prueba
realizado a las 72 horas después del ultimo dia de la adquisicion (Fig. 4.24A 'y
B). Estos resultados indican que el grupo wild control, es el unico que
muestra una retencion significativa. Los resultados de los ensayos de prueba
de los dias 3, 5 y 8 se muestran en la figura 4.22, aunque en los mismos no
se detectaron diferencias significativas.
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Figura 4.22. Muestra los ensayos de prueba realizados durante el periodo de adquisicién en
el laberinto acuatico de Morris. Tiempo total (A) y distancia total recorrida (B) en el cuadrante
objetivo, durante los ensayos de prueba realizados los dias 3, 5 y 8 de la adquisicion. Tiempo
total (C) y distancia total recorrida (D) en el cuadrante objetivo, durante los ensayos de
prueba realizados el dia 10 y a las 72 horas después de la ultima sesién de adquisicion. La
linea discontinua indica el tiempo esperado en cada cuadrante sin aprendizaje previo. Los

datos se expresan como media % error estandar.
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Figura 4.23. Representa los resultados obtenidos en el ensayo de prueba realizado en la
sesion de adquisicion del dia 10 en el laberinto acuatico de Morris. Tiempo total de busqueda
(A), distancia total recorrida (B) y velocidad total de nado (C) en el cuadrante objetivo con
respecto al promedio de estas variables en los otros cuadrantes. La linea discontinua indica
el tiempo esperado en cada cuadrante sin aprendizaje previo. Los datos se expresan como
media £ error estandar. El asterisco indica diferencias significativas en el grupo wild control
en la distancia recorrida y en el grupo transgénico tratado en la velocidad de nado en el
cuadrante objetivo, en comparacién con el promedio de los otros cuadrantes (p<0.05).
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Figura 4.24. Representa los resultados obtenidos en el ensayo de prueba, realizado a las 72
horas después de la ultima sesion del periodo de adquisicién en el laberinto acuatico de
Morris. Tiempo total de busqueda (A), distancia total recorrida (B) y velocidad total de nado
(C) en el cuadrante objetivo con respecto al promedio de estas variables en los otros
cuadrantes. La linea discontinua indica el tiempo esperado en cada cuadrante sin
aprendizaje previo. Los datos se expresan como media * error estandar. El asterisco indica
diferencias significativas en el grupo wild control en el tiempo de busqueda y en la distancia

recorrida en el cuadrante objetivo, en comparacién con el promedio de los otros cuadrantes
(p<0.05).
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7. Tarea visual en el LAM

La evaluacion de la tarea visual, se realizé 24 horas después de
finalizada la ultima prueba de retencién en el LAM con plataforma sumergida.
Para el analisis de los datos se aplicd un analisis multivariado ANOVA para
medidas repetidas utilizando el dia como factor de repeticion intra-sujetos,
para determinar cualquier efecto del genotipo o del tratamiento. Una
interaccion significativa del genotipo x tratamiento fue observada en la
latencia de escape [F(1, 26)= 6.194, p=0.020], mientras que en la distancia
total recorrida hasta la plataforma visible se observd una tendencia no
significativa para esta interaccion [F(1, 26)= 3.919, p=0.058]. En cuanto a la
comparacion entre los grupos, no se observaron diferencias significativas. Sin
embargo, los grupos wild control y transgénicos tratados tardaron menos
tiempo y recorrieron una distancia menor hasta la plataforma, respecto al
resto de los grupos. Para analizar mejor las diferencias en el desempefio
entre los dias, fue aplicado un t-test para datos apareados a cada grupo. Los
resultados indicaron una mejora significativa solo en el grupo transgénico
tratado [t=2.645, d.f.7, p=0.038] en la latencia de escape y tanto en los wild
controles como en los transgénicos tratados [{=3.042, d.f.7, p=0.019; =2.619,
d.f.7, p=0.040] en la distancia recorrida hasta la plataforma (Fig. 4.25A y B).
Estos resultados muestran que el tratamiento con CPF puede mejorar el
desempenio en la tarea visual en los transgénicos tratados. También muestra
que los sujetos transgénicos y los sujetos wild tratados con CPF no ejecutan

esta tarea correctamente.
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Figura 4.25. Representa los resultados obtenidos en la tarea visual realizada a las 48 horas
después del ultimo dia de adquisicion en el laberinto acuatico de Morris con plataforma
sumergida. Latencia de escape (A) y distancia recorrida (B) hasta la plataforma visible. Los
datos se expresan como media + error estandar. *p<0.05 indica una diferencia significativa

entre los dias 1y 2.

8. Proliferacion y diferenciaciéon de nuevas células

La proliferacion de nuevas células (BrdU positivas) en el hilus del
hipocampo y la circunvolucién dentada, fue estudiada a los 21 dias después
de la primera inyeccidén de BrdU. Los resultados mostraron un aumento en el
numero de células BrdU positivas en los ratones transgénicos controles, en
comparacion con sus respectivos transgénicos expuestos a CPF, asi como
un aumento de células BrdU positivas en los animales wild controles en
comparacion con sus correspondientes wild tratados. Sin embargo, estas
diferencias no alcanzaron un nivel de significacidén estadistica. En cuanto a la
diferenciacion, los resultados mostraron una tendencia no significativa
(p=0.052) del genotipo en la diferenciacion a neurona y a glia, sugiriendo un
aumento en la diferenciacion en los ratones transgeénicos. En relacion con el
doble marcaje BrdU-NeuN y BrdU-GFAP, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (Fig. 4.26).
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Tabla 4.2. Proliferacion de células nuevas BrdU positivas y la diferencion a NeuN y GFAP en

el hilus y el giro dentado del hipocampo.

BrdU Total BrdU-NeuN BrdU-GFAP
Wild-Control 1163 257 (22.09%) 3,3 (0.28%)
Tg-Control 1419 402 (28.32%) 10 (0.70%)
Wild-CPF 1395,3 369 (26.44%) 0
Tg-CPF 1147,6 512,6 (44.66%) 10,6 (0.92%)
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Figura 4.26. Representa los resultados de la proliferacion y diferenciacién de nuevas células
en el hilus del hipocampo y la circunvoluciéon dentada, a los 21 dias después de la primera
inyeccion de BrdU. Se muestra el nimero total estimado de células BrdU positivas y el
numero total estimado de co-localizaciones de células BrdU-NeuN y BrdU-GFAP. Los datos

se expresan como media + error estandar.
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Figura 4.27. Muestra los resultados obtenidos mediante tincién por inmunofluorescencia y
observacion por microscopia laser confocal, para la determinacién de la proliferacion y
diferenciacion de nuevas células en el hilus del hipocampo y la circunvolucion dentada, a los
21 dias después de la primera inyeccion de BrdU. Se muestra la imagen 1, con una co-
localizacion mediante tincion de triple marcaje para BrdU, NeuN y GFAP, la imagen 2 con

una co-localizacion de BrdU y NeuN, y la imagen 3 con una co-localizacién de BrdU y GFAP.
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9. Correlacion entre aprendizaje, proliferaciéon y diferenciaciéon

Las correlaciones entre el numero de células BrdU positivas y la
diferenciacion, con respecto a la adquisicion y la retencion en el LAM, fueron
analizadas mediante una prueba de correlacién de Pearson. Los resultados
obtenidos mostraron correlaciones positivas significativas, entre la distancia
total recorrida hasta la plataforma durante el periodo de adquisicion y la
proliferacion de células BrdU positivas totales en los dias 6, 8, y 10 (p=0.027,
p=0.023, p=0.024), con las células diferenciadas BrdU-NeuN en los dias 7, 9
y 10 (p=0.041, p=0.020, p=0.009) y con BrdU-GFAP en el dia 10 (p=0.043).
De igual manera, el analisis también mostréo correlaciones positivas
significativas entre la velocidad de nado alcanzada durante la adquisicion y
las células BrdU positivas totales en los dias 5, 6, 7, 8, 9 y 10 (p=0.038,
p=0.030, p=0.040, p=0.020, p=0.046, p=0.031). En cuanto a la retencion, se
observd una correlacion positiva significativa en el ensayo de prueba
realizado a las cuatro horas después de la ultima adquisicion, entre la
distancia total recorrida en el cuadrante objetivo y las células BrdU positivas
totales (p=0.025). Asi mismo, se detectd una correlacidn negativa en la
distancia total recorrida y en el tiempo total empleado en la zona donde se
encontraba la plataforma, con respecto a células con marcaje BrdU-NeuN
(p=0.017, p=0.029). Todos los valores obtenidos son mostrados en la tabla
4.3. Estos resultados indican, que en el caso de la adquisicion, un menor
aprendizaje (correlaciéon positiva), produciria una mayor proliferacion y
diferenciacion tanto a neurona como a glia. En la retencién, un mayor
recuerdo a las 4 horas después de la ultima adquisicion, se relacionaria con
una mayor proliferacion. Ademas, un menor recuerdo estaria relacionado con

una mayor diferenciacién a neuronas.
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Tabla 4.3. Correlacion entre la proliferacion y diferenciacion con el aprendizaje y memoria

espacial.

Variable

Dia

BrdU Total

BrdU-NeuN

BrdU-GFAP

Adquisicion:
distancia total

Adquisicion:
velocidad

Retencioén:
distancia en
cuadrante
objetivo (4 h)

Retencioén:
distancia en la
zona Pt (4 h)

Retencion:
tiempo en la
zona Pt (4 h)

10

10

10

10

10

r=0.632 (p=0.027)
r=0.247 (p=0.438)
r=0.647 (p=0.023)
r=0.479 (p=0.116)

r=0.643 (p=0.024)

r=0.603" (p= 0.038)
r=0.624 (p= 0.030)
r=0.598" (p= 0.040)
r=0.660" (p= 0.020)
r=0.584" (p= 0.046)

r=0.622" (p= 0.031)

r=0.639 (p= 0.025)

r=0.376 (p= 0.229)

r=0.173 (p= 0.590)

r=0.244 (p=0.445)
r=0.596 (p=0.041)
r=0.281 (p=0.376)
r=0.660 (p=0.020)

r=0.714" (p=0.009)

r=0.044 (p= 0.892)
r=-0.270 (p= 0.397)
r=0.112 (p= 0.729)
r=0.071 (p= 0.826)
r=0.304 (p= 0.337)

r=0.170 (p= 0.597)

r=-0.246(p= 0.442)

r=-0.670 (p= 0.017)

r=-0.626 (p= 0.029)

r=0.191 (p=0.552)
r=0.440 (p=0.152)
r=0.211 (p=0.510)
r=0.389 (p=0.211)

r=0.592 (p=0.043)

r=0.019 (p= 0.954)
r=0.181 (p= 0.574)
r=0.336 (p= 0.285)
r=0.220 (p= 0.492)
r=0.327 (p= 0.300)

r=0.264 (p= 0.407)

r=-0.196(p= 0.543)

r=-0.469(p= 0.124)

r=—0.505(p= 0.087)

Tabla 4.3. Muestra los resultados obtenidos en la prueba de correlacion de Pearson (r), entre

la proliferacién de nuevas células marcadas con BrdU y diferenciacion mediante marcaje con

NeuN y GFAP, con la distancia total recorrida y la velocidad de nado hasta a la plataforma

(Pt), durante la fase de adquisicion en el LAM. También muestra la correlacion entre la

proliferacion y la diferenciacion, con la distancia total recorrida en el cuadrante objetivo, la

distancia total recorrida y el tiempo en la zona donde se encontraba la Pt, en el ensayo de

prueba realizado 4 horas después de la Ultima sesion del dia 10 de la adquisicion. Los datos

se expresan como media * error estandar. El (*) indica correlaciones significativas para

p<0.05.
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10. Niveles de las fracciones solubles e insolubles de fA

Los resultados de los niveles de las fracciones solubles e insolubles de
la proteina BA (1-40 y 1-42), medidos a los dos meses después del
tratamiento, fueron comparados sélo entre los ratones transgénicos controles
y los transgénicos expuestos a CPF. El analisis de los datos mostré que los
niveles de BA 1-40, tanto solubles como insolubles, fueron mayores en el
cortex y en el hipocampo de los ratones transgénicos tratados (Fig. 4.28A y
B). Sin embargo, este aumento no se observé en la fraccion soluble de BA 1-
42, aunque si en la fraccidén insoluble (Fig. 4.28C y D). Estos resultados
parecen indicar que la exposicion a CPF incrementaria los niveles corticales

e hipocampales de BA 1-40 y 1-42 insolubles en los ratones transgénicos.

A sr 12 1 C Q 2 A
28107 28,5
3% g- 22
52 5 2
2o 6 Lo 14
32 S 2
=E 44 E ©
§e & 7 0.5
52 2- s2
i -

E3 2 30 [) QE 12 1
25 PEERTE
) S o
22 20 - 32 8-
23 25
- - - -
§§15 %é 6
2 2 10 =g 44
EE Ec
: 5 4 2 2
k] [

o 0 - m 0 - IIIIIII
Cortex Hipocampo Cortex Hipocampo

mEm Tg-Control B8 Tg-CPF
Figura 4.28. Muestra los niveles de proteina BA 1-40 soluble (A) e insoluble (B) y BA 1-42

soluble (C) e insoluble (D), cuantificados por ELISA en el cortex y en el hipocampo. Los

datos se expresan como media % error estandar.

149



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar .
ISBN:/DL:T. 1035-2@R@sultados de la fase experimental 2

11. Expresién de BACE1

La expresion de BACE1 fue determinada en cértex cerebral y en
hipocampo a los 2 meses después del tratamiento con dosis repetidas de
CPF, mediante una PCR a tiempo real. Al analizar los datos utilizando un
ANOVA multivariado (genotipo x tratamiento), se detectaron efectos
generales del genotipo y del tratamiento sobre la expresion de BACE1 en
cortex [F(1, 21)= 8.118, p=0.011; F(1, 21)= 5.306, p=0.033]. Un analisis mas
detallado de la expresion de BACE1 en cortex, mostré un aumento
significativo de este parametro en los ratones transgénicos tratados, respecto
al resto de los grupos (Fig. 4.29A). En cuanto a la expresion de BACE1 en el
hipocampo, se observo igualmente un nivel mayor en el grupo transgénico
tratado respecto a los otros grupos, pero sin diferencias significativas (Fig.
4.29B). En general, los resultados obtenidos muestran un incremento en la
expresion de BACE1 en los ratones transgénicos tratados con CPF.
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Figura 4.29. Representa los resultados obtenidos en la determinacién de la expresion de
BACE1 mediante PCR-tiempo real, a los 2 meses después del tratamiento con CPF.
Expresion de BACE1 en cértex cerebral (A) y en hipocampo (B). Aquellos grupos que no
presentan una letra comun, difieren significativamente entre si (p<0.05). Los datos se

expresan como media * error estandar.
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12. Expresioén de las variantes de splice de BACE1

Los datos obtenidos en la expresion de las diferentes variantes de
splice de BACE1 en cortex cerebral y en hipocampo, determinadas después
de la exposicién a CPF, fueron analizados mediante un ANOVA multivariado
de dos factores (genotipo x tratamiento). Los resultados mostraron un efecto
general del genotipo sobre la expresion cortical de 1-432 y de 1-457 [F(1, 29)=
5.149, p=0.032; F(1, 29)= 7.766, p=0.010], asi como un efecto del tratamiento
en 1-432, 1-457 y en 1-501 [F(1, 29)= 17.900, p<0.001; F(1, 29)= 7.561,
p=0.011; F(1, 29)= 11.769, p=0.002]. De igual manera, se detectd un efecto
general del genotipo a nivel del hipocampo, en la expresion de 1-457 y de I-
476 [F(1, 29)= 9.129, p=0.006; F(1, 29)= 8.705, p=0.007], asi como una
interaccion entre genotipo y tratamiento en 1-457 y en 1-476 [F(1, 29)= 8.471,
p=0.007; F(1, 29)= 4.725, p=0.039]. Un analisis mas detallado de los datos
mostré un incremento significativo de 1-432 en los ratones transgénicos
tratados, respecto a los grupos wild control y transgénico control en el cortex.
De igual manera, se observo un incremento significativo de 1-457 en el grupo
de transgénico al compararlo con el grupo wild control; asi como de 1-501 en
el grupo wild tratado, en relacion a su respectivo control (Fig. 4.30A). En
cuanto a los resultados en el hipocampo, se observdé un incremento
significativo de 1-432 en los animales transgénicos tratados al compararlos
con los wild controles y transgénicos controles. Igualmente, se detectd un
aumento significativo de 1-457 en los ratones wild controles, respecto al resto
de los grupos; asi como en los transgénicos tratados en relacion a sus
controles. Ademas, en 1-476 fue observado un incremento significativo en el
grupo wild control, respecto a los transgénicos tanto controles como tratados,
y en el grupo transgénico tratado al compararlo con sus respectivo control
(Fig. 4.30B). Estos resultados indican que en los transgénicos la expresion de
algunos splice de BACE1 se podria incrementar por la exposicion a CPF.
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Figura 4.30. Representa los resultados de la determinacion de la expresion de las variantes
de splice de BACE1, a los dos meses después del tratamiento con CPF. Expresion de
variantes de splice de BACE1 en cortex cerebral (A) y en hipocampo (B). Aquellos grupos
que no presentan una letra comun, difieren significativamente entre si (p<0.05). Los datos se

expresan como media * error estandar.
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Figura 4.31. Muestra una imagen representativa de los resultados de la determinacién de la
expresion de las variantes de splice de BACE1, a los dos meses después del tratamiento con

CPF. Separacion electroforética de las muestras (A) y electroferograma (B).
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13. Niveles de APP

Los niveles de APP a los dos meses después de la exposicion a CPF,
fueron determinados mediante Western blot. Los resultados obtenidos
mostraron un una disminucion de la APP cercana al 20% en los ratones
transgénicos tratados, respecto a sus controles (Fig. 4.32A y B). Estos
resultados parecen indicar que el tratamiento con CPF, puede disminuir de
manera moderada los niveles de APP.

A

APP (70-80 kDa) — . ,

Beta actina (40-50 kDa) ——

Tg- Tg-
CPF Control
2.5 - B
2 -
o
o
< 4.5
D
©
b
° 17
=
=
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0 -

mm Tg-Control E= Tg-CPF

Figura 4.32. Muestra los resultados de los niveles de APP, obtenidos a los dos meses
después del tratamiento con CPF. Imagen del analisis de Western blot mostrando los dos
grupos, con las correspondientes bandas para APP y R-actina (A) y niveles de APP
obtenidos mediante la normalizacién con [3-actina, a partir del volumen (Intensidad*mmz) de

las bandas (B). Los datos se expresan como media + error estandar.
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Los efectos a nivel molecular y funcional, debidos a la exposicion a
dosis repetidas de CPF en modelos animales, han sido demostrados en
diversos trabajos (Terry et al., 2003; Moser et al., 2005; Samsam et al.,
2005). En el presente estudio, los ratones Tg2576 y sus correspondientes
wild fueron expuestos a ocho dosis de 25 mg de CPF/kg administradas por
via oral. Este tratamiento provocé una inhibicion de AChE sérica de alrededor
del 90%, cuatro horas después de la ultima dosis. La actividad sérica de la
enzima se recuperd en un 50% a las 72 horas de finalizado el tratamiento,
siendo esta recuperacién progresiva, aunque mas lenta hasta las ocho
semanas posteriores. Los niveles de inhibicion de AChE cerebrales, fueron
ligeramente mayores, en comparacion con los niveles séricos medidos al final
del experimento, dos meses después del tratamiento. Curiosamente, el
tratamiento con CPF, produjo signos autondmicos colinérgicos, que fueron
mas evidentes entre la tercera y cuarta dosis, que en dosis posteriores. Esto
pudiera explicarse, por una autoinhibicién de la liberacion de ACh debido a
una modulacién directa de la funcidn de autoreceptores muscarinicos (Liu et
al., 2002; Zhang et al., 2002) Asi mismo, se observo debilidad y dificultad al
andar en los animales tratados con CPF, durante el periodo de tratamiento.
Sin embargo, estos signos fueron remitiendo progresivamente, después de
finalizado el tratamiento. Al igual que en la fase experimental 1, se observo
un claro efecto del genotipo que se corresponde con un menor peso de los
ratones transgénicos, durante todo el experimento. Ademas, el tratamiento
con CPF produjo una variacion del peso corporal en todos los animales, a
partir de las 24 horas de la administracion de la primera dosis, con una ligera
recuperacion durante el periodo de descanso. Durante el segundo periodo de
tratamiento, también se observd una disminucion del peso corporal, aunque
menos marcada en comparacion con el primer periodo. Al igual que para los
signos motores, pensamos que podria existir una adaptacién del sistema
colinérgico, inducido por las primeras dosis. Una vez finalizado el tratamiento,
se produjo una recuperacion progresiva del peso corporal. Estudios previos
en ratones utilizando dosis repetidas de CPF, han reportado resultados

similares respecto a los efectos a nivel de la variacion en el peso corporal y
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signos colinérgicos evidentes, con tasas de inhibicion de AChE superiores al
80% (Cometa et al., 2007).

La bateria de observacién funcional ha sido utilizada inicialmente en
ratas y posteriormente adaptada a modelos de ratones, para la evaluacion del
estado general de los sujetos expuestos a inhibidores de colinesterasa como
el CPF. Esta bateria explora distintos dominios funcionales del SNC tanto a
nivel autondmico, como de las funciones sensorial y motora (Moser, 1995;
Dam et at.,, 2000). En cuanto a los efectos sobre el estado general,
observado en los animales evaluados en una FOB a los 17 dias de la
exposicion a CPF, se observaron cambios en los ratones transgénicos
tratados, con una mejora a nivel de la coordinacion y la resistencia motora.
Sin embargo, los animales wild tratados parecen obtener peores
puntuaciones en la FOB, aunque las diferencias no son significativas.
Curiosamente, en la ejecucion de la prueba del rotarod, 7 dias después de
esta primera valoracion mediante la FOB, se evidencié un peor desempefo
de los ratones transgénicos tratados o no, a nivel de la coordinacion motora
comparados con sus respectivos wild y una peor ejecucion de los ratones
wild tratados comparados con sus respectivos controles durante el primer dia.
Esto nos indica que el efecto a nivel motor observado en la FOB a los 17 dias
después de la exposicion a CPF, seria transitorio. Por otra parte, parece que
los efectos motores de CPF sobre el grupo wild se mantienen o incluso se
agravan con el tiempo, ya que se sigue observando que el tratamiento
empeora las funciones motoras de los ratones wild. En este sentido, los

cambios a nivel motor ya habian sido descritos por Bushnell et al (1994).

Algunos estudios en ratones, han demostrado efectos del CPF sobre
la ansiedad (Braquenier et al., 2010). En el presente experimento, mediante
la utilizacion de un laberinto circular elevado, se observd que en los ratones
transgénicos el tratamiento con CPF produjo una disminucion en el tiempo
que tardaban para entrar en el area cerrada, al colocarlos inicialmente en el
area abierta, asi como en el tiempo total de permanencia en el area abierta.
Por otra parte, el tratamiento con CPF produjo en los animales wild, un
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aumento en el tiempo que tardaban para entrar en el area cerrada y un
tiempo de permanencia mayor en el area abierta. A pesar de que no se
observaron diferencias significativas, la valoracién de la ansiedad en el
laberinto circular elevado, indicé un posible efecto de disminucion de la
ansiedad en los transgeénicos. Sanchez-Amate y colaboradores (2001),
encontraron alteraciones conductuales asociadas con un incremento de la
ansiedad en ratas, con tasas de inhibicion de AChE elevadas. Sin embargo,
las discrepancias con estos resultados pueden deberse a los diferentes

modelos animales utilizados, en ambos experimentos.

Como se comenta previamente en la fase experimental 1, la
implicacion del sistema colinérgico en las alteraciones cognitivas observadas
en la patologia de Alzheimer, ha contribuido a definir las principales
estrategias terapéuticas mediante el uso de farmacos inhibidores de AChE,
asi como a considerar los posibles efectos relacionados con la exposicion a
contaminantes medioambientales que actuen a este nivel, como es el caso
del CPF. Los resultados en la adquisicién de una tarea en el LAM, mostraron
que un mes después de la exposicion a CPF, los ratones transgénicos
mejoraron en el aprendizaje espacial, siendo significativa esta mejoria en los
dias 3, 4 y 6 en la latencia de escape, y en el dia 6 en la distancia recorrida
hasta la plataforma. Por otra parte, los animales wild expuestos presentaron
un deterioro a este nivel, presentando diferencias significativas respecto a los
animales wild controles en los dias 6 y 7 del periodo de adquisicion, tanto en
la latencia de escape como en la distancia hasta la plataforma. Esta mejora
observada en el aprendizaje de los transgénicos, puede deberse a un efecto
compensatorio en el déficit colinérgico, derivado de Ila accion
anticolinesterasa del CPF. En este sentido, algunos estudios han demostrado
una mejoria en el déficit cognitivo en ratones Tg2576, después del
tratamiento con agonistas colinérgicos (Dong et al., 2005). Aunque de
manera general, todos los animales mejoraron su ejecucién a través del
periodo de adquisicién, se pudo observar un efecto de interferencia durante
el proceso, debido posiblemente a los ensayos de prueba realizados para
evaluar la retencion. Este efecto resulta evidente, después de los ensayos de
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prueba realizados al finalizar la sesién de adquisicion en los dias 3 y 5. Cabe
resaltar que los unicos sujetos que no muestran efectos de interferencia por
los ensayos de prueba, son los animales wild controles. Este efecto de
interferencia, se debe posiblemente a que los sujetos afectados necesitarian
un mayor tiempo para la consolidacion del aprendizaje. En este sentido,
algunos autores han indicado un deterioro de la adquisicion de la memoria
espacial, debido a una denervacion colinérgica hipocampal (Gil-Bea et al.,
2010). La recuperacion de la memoria episodica depende en parte del grado
de degeneracion de las neuronas colinérgicas (Kasa et al., 1997). De igual
manera, la plasticidad sinaptica es fundamental para el aprendizaje y la
formacion de la memoria (Martin et al., 2000). La ACh ha sido reportada
como un potente regulador de la transmision sinaptica del hipocampo, en las
sinapsis excitatorias (Hasselmo y Schnell, 1994).

Con respecto a la retencion de la tarea de referencia, no se detectaron
diferencias significativas entre los grupos, pero se pudieron observar algunas
diferencias al evaluar el desempefio en el ensayo de prueba, al final de la
sesion del ultimo dia de la adquisicion y a las 72 horas posteriores a esta
sesion. De manera general, se puede observar que todos los grupos
recuerdan la tarea, con excepcion de los ratones wild tratados con CPF, los
cuales parecen mejorar a corto plazo, pero finalmente no logran consolidar el
recuerdo. El sistema colinérgico tiene una participacion fundamental en los
procesos de consolidacion y recuperacion de la memoria. Esta consolidacion
del recuerdo puede ser deteriorada por niveles elevados de ACh (Pepeu vy
Giovannini, 2010). Algunas investigaciones en animales han demostrado un
deterioro en la recuperacion del recuerdo, en la tarea de memoria espacial en
el LAM, después del tratamiento con antagonistas muscarinicos (Huang et
al., 2010).

En la tarea visual, observamos que solo los grupos wild controles y los
transgénicos tratados mejoran a lo largo de los distintos ensayos, ya que son
capaces de aprender con mayor facilidad a encontrar la plataforma. Sin

embargo, los ratones transgénicos controles y los wild tratados no mejoran;
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incluso sus tiempos para encontrar la plataforma son superiores a los tiempos
que se observaron en la tarea de plataforma sumergida, sugiriendo que el
cambio en el contexto del aprendizaje, o en la estrategia para resolver la
tarea, supone una dificultad para estos sujetos. En este sentido, algunos
trabajos en ratas expuestas a CPF, han mostrado un deterioro a largo plazo
en la ejecucion de la tarea de adquisicion espacial en el laberinto acuatico,
sin estar involucradas variables de tipo motor, visual o motivacional en la
produccion de este efecto, sugiriendo una estrategia de busqueda no
espacial para resolver la tarea (Cafadas et al., 2005).

La exposicion a numerosos agentes toxicos ambientales, entre los
cuales se encuentra el CPF, pueden interferir en los procesos de formacion
de nuevas células en el SNC y en su diferenciacion, produciendo alteraciones
a nivel de las funciones cognitivas, sobre todo en las fases tempranas del
desarrollo (Rice y Barone, 2000; Garcia et al., 2005). Aunque en los ultimos
afos se ha demostrado que la formacién de nuevas neuronas en el giro
dentado del hipocampo es también importante en los procesos de memoria
hipocampo dependientes en adultos (Deng et al., 2009; Deng et al., 2010).
Los resultados en la proliferacién y diferenciacion de células nuevas nacidas
durante la adquisicion de la tarea en el hipocampo, mostraron que el
tratamiento con CPF disminuyd la proliferacion en los ratones transgénicos y
la aumentd en los animales wild; sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas. Por otra parte, se produjo un incremento del 100% en la
diferenciacion hacia neurona en los ratones transgénicos tratados. Los
resultados obtenidos indicaron que en la tarea de adquisicion, un menor
aprendizaje, estaba relacionado con una mayor proliferacion y diferenciacion
tanto a neurona como a glia. Por otra parte, al evaluar las correlaciones con
la retencion, se observé que un mayor recuerdo a las 4 horas después de la
ultima adquisicion, se relacionaria con una mayor proliferacion. Ademas, un
menor recuerdo estaria relacionado con una mayor diferenciaciéon a
neuronas. De esta manera, la diferenciacion de las neuronas nacidas durante
la adquisicion se relaciona con el aprendizaje, indicando que estas podrian

estar intentando compensar algun déficit previo, mientras que aquellos
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sujetos que presentan un buen aprendizaje, posiblemente tengan neuronas
integradas en el proceso 0 mecanismos que impidan que las nuevas
neuronas interfieran en este aprendizaje. Diversos autores han demostrado,
que son las nuevas neuronas maduras nacidas entre 1 semana y 2 antes del
aprendizaje, las que contribuirian de forma activa en los procesos de
aprendizaje espacial con este proceso (Gould et al., 1999; Tashiro et al.,
2007; Deng et al., 2010). Por tanto, nuestros datos estan de acuerdo con los
datos preexistentes. Cabe resaltar también, que no hemos podido establecer
diferencias significativas entre los grupos tratados y los no tratados, ni en los
transgénicos ni en los wild. Posiblemente un aumento en el numero de

sujetos evaluados hubiera aportado mayores diferencias entre los grupos.

La relacion entre la AChE y la produccién de proteina pA, ha sido
destacada en varios trabajos (Auld et al., 2002; Hedberg et al., 2008). Sin
embargo, la informacion acerca de los efectos del CPF y otros inhibidores de
AChE sobre la proteina PA, es escasa. En los resultados de este
experimento, aunque no se detectaron diferencias significativas, el
tratamiento con dosis repetidas de CPF produjo un incremento en los niveles
de las fracciones solubles e insolubles de proteina BA 1-40 y en las
fracciones insolubles de BA 1-42, tanto en el cortex cerebral como en el
hipocampo de los ratones transgénicos. Como se comenta en la discusion de
la primera fase experimental, estos incrementos pudieran estar relacionados
con la sobre-estimulacion del sistema colinérgico y con la inhibicion de
algunas enzimas asociadas con la degradacién de la proteina A, como es el

caso de la acil-péptido hidrolasa.

La BACE1 es una enzima proteolitica que actua sobre la APP e
interviene como mediadora en la formacion de los fragmentos 1-40 y 1-42 de
BA. Algunos investigaciones, han estudiado las diferencias en la expresion y
actividad de variantes post-transcripcionales debidos al splice de BACE1, en
ratones Tg2576 (Zohar et al., 2005). Los resultados obtenidos, mostraron un
incremento significativo en la expresion de BACE1, en la corteza cerebral de
los ratones transgénicos tratados con CPF. Por otra parte, en la
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determinacién de la expresion de las variantes de BACE1 obtenidas por el
splice alternativo, se observé que la isoforma completa 1-501 tuvo una
expresion mayor que el resto de las variantes en todos los animales, tanto en
el cértex cerebral como en el hipocampo. En este sentido, se observd un
efecto significativo del tratamiento con CPF, tanto en los animales wild como
en los transgénicos en la variante 1-501. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Zohar et al (2005), en relacion a una mayor expresion de esta
isoforma de splice de BACE1 en ratones Tg2576. De igual manera, se
observd que en los ratones transgénicos expuestos a CPF hubo una
expresion mayor en las variantes 1-432 y |-457, siendo este incremento
significativo en la variante [-432 en comparacion a sus transgénicos
controles, a nivel de la corteza cerebral. Sin embargo, en el hipocampo a
pesar de que la expresion de 1-432, 1-457 y 1-476 en los animales
transgénicos expuestos a CPF presentaron un incremento significativo en
relacion a sus controles, los animales wild controles fueron los que mostraron
valores mayores de expresion en estas variantes. El incremento en la
expresion de BACE1, estaria relacionada a su vez con una mayor actividad
en la formacion de la proteina BA, la cual presenta sus niveles aumentados
sobre todo en la fracciones insolubles. Esta actividad pudiera depender de las
diferencias en la expresion de las variantes de splice, las cuales en nuestro
trabajo tienden a ser mas elevadas en los ratones transgeénicos tratados. En
cuanto a los niveles de la APP, estos disminuyeron moderadamente en los
ratones expuestos a CPF. Esta disminucion puede deberse al aumento en la
expresion de BACE1 producido por el CPF, favoreciendo el aumento en los
niveles de BA, a partir de una utilizacion y agotamiento mas elevado de la
APP. Aunque la literatura carece de datos previos, acerca del posible efecto
del CPF sobre la expresion de BACE1, algunos trabajos in vitro han
demostrado un incremento en la expresion de BACE1 mediante la
estimulacién de receptores muscarinicos M1 (mAChR-M1), relacionandolo
con el posible deterioro observado en pacientes con Alzheimer, después de
una mejoria inicial al ser tratados con inhibidores de AChE 6 agonistas de
MAChR-M1 (Zuchner et al., 2004).
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Los resultados obtenidos en esta fase experimental respecto a los
cambios en los niveles de BA y en la expresion de BACE1 después de la
exposicion a dosis repetidas de CPF, suponen una contribucion adicional a
los estudios epidemiolégicos que relacionan la exposicion a CPF con la
enfermedad de Alzheimer, y deben considerarse como una alerta mas

relacionada con el uso de este plaguicida y la salud poblacional.
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El CPF es un plaguicida OPs ampliamente utilizado tanto a nivel
doméstico, como en la agricultura (Slotkin, 2004). Varios trabajos han
reportado efectos cognitivos en seres humanos, debido a la exposicion
cronica a niveles bajos de OPs o después de episodios de exposicion aguda
con signos de toxicidad, relacionados la mayoria con el ambito laboral (Beach
et al., 1996; Mackenzie et al., 2010; Roldan-Tapia et al., 2005; Roldan-Tapia
et al, 2006). Asi mismo, diferentes investigaciones han demostrado
importantes cambios moleculares y funcionales a nivel del SNC, derivados de
la exposicion a CPF. Algunos de estos cambios incluyen inhibicion del
transporte axonal, muerte celular, disminucion de la actividad locomotora,
déficit cognitivo en la tarea de aprendizaje y memoria espacial, (Terry et al.,
2003; Moser et al.,, 2005; Samsam et al., 2005), asi como otros déficits
neuropsicolégicos relacionados con el dominio del estado de animo, ansiedad
y depresion (Roldan-Tapia et al., 2006; Lopez-Crespo et al., 2007; Mackenzie
et al., 2010). Estos hallazgos observados tanto en experimentacion animal
como en humanos, sugieren que la exposicion a OPs puede incrementar el
deterioro cognitivo a largo plazo, en este sentido un estudio reciente muestra

una asociacion entre la poblacion expuesta a plaguicidas y el riesgo de
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padecer demencia (Hayden et al., 2010). En el presente estudio, se han
valorado los efectos neuroconductuales derivados de la exposicion a CPF en
un modelo de raton transgénico (Tg2576), que sobreexpresa la forma mutada
de APP humana, responsable de la forma familiar Swedish de la EA. El
estudio fue realizado en dos fases experimentales. En la primera fase, se
evaluaron los efectos a largo plazo después de la administracion de una
dosis unica de CPF de 50 mg/kg por via subcutanea, en ratones de siete
meses de edad. En la segunda fase, se estudiaron los efectos en el
transcurso de los dos meses después de la exposiciéon a ocho dosis repetidas
de CPF de 25 mg/kg/dosis, administradas por via intra-gastrica en ratones de
12 meses de edad.

Como era de esperar, el tratamiento con CPF produjo una inhibicién de
AChE en ambos experimentos, aunque con diferente intensidad y severidad
en cuanto a los signos fisicos de toxicidad. En este sentido, la dosis unica de
CPF produjo una inhibicion moderada (42.73%) de la enzima a nivel cerebral,
sin signos colinérgicos observables. Por otro lado, el tratamiento con dosis
repetidas de CPF produjo una inhibicion elevada (92.84%) de la AChE sérica
a las 4 horas después de la ultima dosis, con una recuperacion del 50% al
cabo de las 72 horas y del 70% a las 8 semanas después de finalizado el
tratamiento. Durante el tratamiento se observaron signos autonémicos
colinérgicos, como aumento en la miccion y defecacion, incoordinacion al
andar, temblor en reposo, debilidad, letargo, asi como salivacion vy
lacrimacion. Estos signos colinérgicos, fueron mas evidentes durante la
tercera y cuarta dosis, que tras la octava dosis. Esto podria ser debido a una
regulacion a la baja del sistema colinérgico, inducida tras las primeras dosis
del tratamiento. En este sentido, esta descrito que tras la exposicion a
plaguicidas OPs, puede producirse una autoinhibicion de la liberacion de
ACh, por una modulacion de autoreceptores muscarinicos (Liu et al., 2002;
Zhang et al.,, 2002). Aunque la mayoria de los estudios para evaluar la
toxicidad del CPF han sido realizados en ratas, estos han indicado que la
toxicidad sistémica del CPF es caracterizada por signos de inhibicion

colinérgica que incluyen movimientos involuntarios y aumento de las
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secreciones, después de la exposicion tanto a dosis agudas como a dosis
repetidas (Zheng et al., 2000). Segun nuestros resultados, podemos decir
que existe una relacion dosis-respuesta proporcional, en cuanto a la
inhibicion de AChE vy los signos autonomicos de toxicidad observados.
Ademas de estos cambios, ambos tratamientos provocaron una disminucion
transitoria del peso corporal, el cual se recuperd progresivamente al finalizar
la exposicion. Este efecto de la reduccion del peso corporal, tanto con dosis
unicas como repetidas de CPF, ha sido reportado en otros trabajos previos
realizados en ratas (Sanchez-Santed et al., 2004; Zheng et al., 2000). En un
estudio realizado por Cometa y colaboradores (2007), en ratones tratados
con dosis agudas y repetidas de CPF, obtuvieron inhibiciones de AChE de
alrededor del 50% con dosis unicas de 50 mg/kg y del 80% con dosis
repetidas de 25 mg/kg de CPF, asi como una disminucién del peso corporal
de los animales entre las 24-48 horas después del tratamiento. Como
podemos observar, nuestros resultados en relacion a la inhibicién de AChE, a
los signos de toxicidad autondmica colinérgica y a la disminucidon del peso
corporal después de la exposicion a CPF, coinciden con los datos obtenidos

en investigaciones previas.

La actividad exploratoria y la ansiedad producida por el CPF y otros
compuestos OPs, han sido descritos por algunos autores (Abou-Donia, 2003;
Braquenier et al., 2010; Mackenzie et al., 2010). Asi mismo, la prueba del
campo abierto ha sido utilizada en varios trabajos para estudiar los efectos
del CPF a nivel de la actividad locomotora y exploratoria, asi como la
ansiedad en roedores (Carr et al., 2001; Dam et al., 2000; L6épez-Crespo et
al., 2007). Los resultados obtenidos en la presente investigacion, mostraron
que después de la exposicion a la dosis aguda de CPF, parece producirse
una disminucion de la actividad exploratoria en el campo abierto en los
ratones transgénicos, la cual tiende a mantenerse a lo largo del tiempo,
aunque no se observan cambios en la ansiedad. Sin embargo, al evaluar el
estado de ansiedad después de las dosis repetidas de CPF, pero esta vez
utilizando un laberinto circular elevado, se observé una tendencia que podria

ser compatible con una disminucion de la ansiedad en los ratones
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transgénicos, aunque este dato deberia de estudiarse con un mayor numero
de animales y en distintos momentos temporales, para determinar si pueden
existir modificaciones y si estas son transitorias o permanentes. Los
resultados obtenidos por otros autores, en relacién a la ansiedad producida
por la exposicion a CPF, son variados. Asi tenemos, que en un trabajo
realizado en ratas con dosis elevadas de CPF y utilizando un laberinto
elevado en cruz (plus-maze), se observé un efecto ansiogénico cuando estas
eran valoradas a los 2 dias después del tratamiento (Lopez-Crespo et al.,
2009); los mismos autores al hacer la valoracion a los 5 dias utilizando las
mismas dosis, encontraron un efecto de tipo ansiolitico (Sanchez-Amate et
al., 2001). Otros autores también han indicado un efecto ansiolitico, debido a
una pérdida de la funcidén sinaptica a nivel serotoninérgico (5HT), en ratas
tratadas con CPF (Aldridge et al., 2005).

El laberinto acuatico de Morris es una prueba que ha sido utilizada en
numerosas investigaciones para estudiar los efectos del envejecimiento, de
farmacos y diferentes sustancias medioambientales, sobre el aprendizaje y la
memoria espacial (Terry, 2009). Las neuronas colinérgicas tienen un papel
fundamental en los procesos de aprendizaje y memoria (Schliebs y Arendt,
2006). De igual manera, el uso de inhibidores de AChE en el Alzheimer esta
justificado por el déficit colinérgico, observado en los pacientes que presentan
la enfermedad (Mangialasche et al., 2010). En este sentido, algunos de los
compuestos OPs considerados como potentes inhibidores de AChE, han sido
probados como posibles agentes terapéuticos por su efecto sobre el sistema
colinérgico (Pope et al., 2005). En la adquisicion del aprendizaje espacial en
el LAM, no observamos diferencias a los cuatro meses después de la
exposicidn a la dosis unica de CPF, en los ratones que tenian once meses de
edad al momento de la evaluacion. Sin embargo, la administracion de dosis
repetidas de CPF, produjo una mejora en el aprendizaje espacial en los
ratones transgénicos y un deterioro en los wild, un mes después de la
exposicidon a CPF, cuando los animales tenian trece meses de edad. Esta
diferencia entre ambos experimentos, pudo deberse a las dosis de CPF

utilizadas, al tiempo transcurrido entre la exposicion y la valoracion
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conductual, a la edad de los animales, asi como al uso de protocolos
diferentes entre los dos experimentos, para la valoracion del aprendizaje y la
memoria espacial. Las diferencias en el numero de ensayos, la localizacion
de las sefales extra-laberinto o el control de las sefales intra-laberinto, son
variables que modifican la sensibilidad de la prueba del LAM (Wolff et al.,
2004). Cabe destacar, que el protocolo usado en la fase experimental 2
consistidé en un laberinto acuatico con plataforma sumergida, con una pared
interior giratoria para prevenir el uso por parte del animal de claves internas o
cercanas de orientacion, y con dos ensayos por sesion. En nuestro
laboratorio, se habian utilizado previamente versiones del laberinto acuatico
con plataforma sumergida, con y sin pared movil para estudiar el aprendizaje
y la memoria espacial en ratones Tg2576 (Garcia et al., 2009; Ribes et al.,
2008; Ribes et al., 2010). Al comparar estos trabajos, los autores obtuvieron
diferentes resultados en cuanto al deterioro en la ejecucion de la tarea de
adquisicién en los transgénicos expuestos. Una de las explicaciones en
cuanto a las discrepancias en los resultados obtenidos en estos estudios, es
la diferencia en la complejidad de los protocolos utilizados en el laberinto
acuatico. Cabe resaltar que el protocolo con pared interna mévil, mostré una
mayor sensibilidad en la deteccion de diferencias que la version del LAM con
pared fija. Esto estaria relacionado, con el hecho de que los sujetos
evaluados en la version del LAM con pared interna movil, estan obligados a
utilizar las sefnales distales de referencia para encontrar la plataforma y
deben identificar las sefales internas como irrelevantes o descartarlas. Esta
version del LAM, permitié observar diferencias entre los ratones transgénicos
controles y wild controles, entre transgénicos tratados y transgénicos
controles observandose mejoras puntuales en los transgénicos tratados, y
diferencias entre wild tratados y wild controles observandose una peor
ejecucion en los wild tratados. El tratamiento con CPF produjo un déficit en la
adquisiciéon del aprendizaje en los ratones wild, similar al déficit observado en
los transgénicos controles. Por otra parte, la exposicion a CPF en los
transgénicos, produjo una mejora puntual en la ejecucion de la tarea, con un
desempeno similar al de los wild controles. Esto pudiera deberse a que el
tratamiento con CPF compensaria el déficit colinérgico en los ratones
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transgénicos, o que a su vez se relaciona con una mejora del déficit
cognitivo; mientras que en los wild la exposicion a CPF produciria una
sobreestimulacion del sistema, que se asociaria al deterioro cognitivo

observado en estos ratones.

Ademas, durante la adquisicion pudimos observar una peor ejecucion
después de los ensayos de prueba, realizados al finalizar la sesién de
adquisicidén en los dias 3 y 5. Este empeoramiento podria ser interpretado
como una interferencia en la consolidacién, que no se observa en los ratones
wild control. Esta interferencia pudiera ser debida a los ensayos de prueba al
evaluar la retencién de la tarea, sugiriendo que estos sujetos requieren un
tiempo mayor para consolidar el aprendizaje; sin embargo, este aspecto
requerira nuevos estudios, ya que con los datos actuales no podemos
asegurar que exista un déficit en la consolidacion. La literatura muestra
resultados controvertidos en cuanto a las diferencias en el aprendizaje y la
memoria entre los ratones Tg2576 y los ratones wild, donde estas diferencias
estarian relacionadas con los distintos protocolos usados en estos estudios.
Por ejemplo, Bizon y colaboradores (2007) no encontraron deterioro en el
aprendizaje en ratones Tg2576 de quince meses de edad, utilizando una
version del LAM que combina un formato visible y uno oculto de la
plataforma, sugiriendo ademas que los niveles de BA producidos por estos
animales, no serian suficientes para inducir deterioro cognitivo. Otros
autores, tampoco han encontrado déficits en la memoria de referencia
espacial en ratones Tg2576, entre 6 y 14 meses de edad (Zhuo et al., 2007).
Sin embargo, otros investigadores han reportado alteraciones en el
aprendizaje y la memoria espacial en ratones Tg2576, en animales adultos y
viejos (Ribes et al., 2008, Kobayashi y Chen, 2005).

La participacion del sistema colinérgico en el aprendizaje y en los
procesos neurodegenerativos, esta ampliamente aceptada. En este sentido,
se ha demostrado que una denervacion colinérgica hipocampal y el grado de
neurodegeneracion colinérgica, estarian relacionados con un deterioro de la

adquisicién de la memoria espacial (Kasa et al., 1997; Gil-Bea et al., 2010).
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Asi mismo, los procesos de aprendizaje y formacién de la memoria
dependeran de la regulacion de la plasticidad sinaptica del hipocampo, la cual
es regulada por la ACh (Hasselmo y Schnell, 1994; Martin et al., 2000; Everitt
y Robbins, 1997; Bartus, 2000; Roland et al., 2008; Drever et al., 2010).
Como comentabamos en el apartado anterior, nuestros resultados parecen
indicar un efecto beneficioso del CPF sobre el aprendizaje en los ratones
transgénicos, que podria estar relacionado con sus efectos sobre el sistema

colinérgico.

Con respecto a la retencion de la tarea de referencia, el
tratamiento con una dosis unica de CPF, produjo en los ratones transgénicos
una mejora importante en el recuerdo a largo plazo. Esta mejora puede
deberse también al efecto sobre el sistema colinérgico, donde estos sujetos
al presentar un déficit a este nivel, pudieran estar protegidos en parte de los
efectos toxicos del CPF y beneficiarse de sus efectos como agonista
colinérgico. En esta linea, se ha demostrado que los agonistas colinérgicos,
pueden mejorar la tarea de referencia espacial en los ratones Tg2576 (Dong
et al., 2005). De igual manera, algunos autores han relacionado los déficit de
memoria y los trastornos cognitivos en ratas expuestas a CPF, con otras
tareas que evaluan la memoria de trabajo en sujetos no vulnerables
(Sanchez-Santed et al., 2004; Cafadas et al., 2005). Por otro lado, la
exposicidon a dosis repetidas de CPF, produjo un déficit compatible con
alteraciones en la consolidacion y recuperacion del recuerdo en los animales
wild. Como se ha comentado, la participacion del sistema colinérgico es
fundamental en los procesos de consolidacion y recuperacion de la memoria,
la cual podra ser deteriorada tanto por niveles elevados (Pepeu y Giovannini,
2010) como por niveles reducidos de ACh (Ullrich et al., 2010). De igual
manera, se ha demostrado que el tratamiento con antagonistas muscarinicos
pueden causar un deterioro en la recuperacion del recuerdo, en la tarea de

memoria espacial en el LAM (Huang et al., 2010).

173



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar ..
ISBN:/DL:T. 1035-28lscusion general

Los procesos de aprendizaje y memoria dependientes del hipocampo
en adultos, estan relacionados con la formaciéon de nuevas neuronas en el
giro dentado del hipocampo (Deng et al., 2009; Deng et al., 2010; Zhao et al.,
2008). Asi mismo, la exposicion a agentes toxicos ambientales, entre los
cuales se encuentra el CPF, pueden interferir en los procesos de formacion
de nuevas células en el SNC y en su diferenciacion, produciendo alteraciones
a nivel de las funciones cognitivas, sobre todo en las fases tempranas del
desarrollo (Rice y Barone, 2000; Garcia et al., 2005). En el presente trabajo,
se estudio la proliferacidn celular durante la fase de adquisicion en el LAM.
Nuestros resultados mostraron, que el tratamiento con CPF disminuye la
proliferacion en los ratones transgénicos y la aumenta en los animales wild,
sin embargo, estas diferencias no fueron significativas. Puesto que las
nuevas neuronas que intervienen en el aprendizaje, son neuronas nacidas en
fases previas al mismo, sugerimos que nuestros resultados podrian indicar
una falta de proliferacion previa o una dificultad en la maduracion celular, o
una dificultad en la incorporacion funcional de estas neuronas nuevas en los
circuitos hipocampales. Esto indicaria que el aumento en la proliferacion y
diferenciacion celular observados, estaria relacionado con un intento de
compensar los déficits previos en el aprendizaje. Asi mismo, el tratamiento
con CPF produjo un incremento del 100% en la diferenciacion a neurona en
los ratones transgénicos, aunque no podemos saber si estas neuronas
acabaran o no, siendo funcionales. Dong y colaboradores (2004),
encontraron una disminucién de la proliferacién celular en el hipocampo de
ratones Tg2576 de 3, 6 y 9 meses de edad. Sin embargo, otros
investigadores han reportado un incremento en la proliferacion de nuevas
células en la zona subventricular y zona subgranular del giro dentado del
hipocampo, en otros modelos transgénicos de EA (Gan et al., 2008; Jin et al.,
2004). Al analizar la correlacion con los datos obtenidos en la tarea de
aprendizaje y memoria espacial, pudimos detectar que un menor aprendizaje
estaba relacionado con una mayor proliferacion y diferenciacion, tanto a
neurona como a glia. Por otra parte, al evaluar las correlaciones con la
retencion, se observo una asociacion positiva entre la distancia recorrida en

el cuadrante objetivo a las 4 horas después de la ultima adquisicidon, con una
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mayor proliferacion. Esta asociacion no la interpretamos como una mejor
retencion, ya que no existe asociacion con la distancia recorrida en la zona
plataforma, que indicaria un recuerdo mas preciso. Posiblemente, este
aumento en la proliferacion correlacionado con la distancia en el cuadrante
objetivo, este relacionada con una mayor actividad en los sujetos menos
habiles, ya que estan obligados a nadar durante mas tiempo al no ser
capaces de localizar la plataforma. El incremento de la proliferacion
relacionada con la actividad fisica, ha sido reportado por otros autores (van
Praag et al., 1999; van Praag et al., 2005; Deng et al., 2010). Ademas, un
menor recuerdo estaria relacionado con una mayor diferenciaciéon a
neuronas. De esta manera, la diferenciacion de las neuronas nacidas durante
la adquisicidn, podrian intentar compensar algun déficit previo. Por otro lado,
aquellos sujetos que presentan un buen aprendizaje, posiblemente tengan
neuronas integradas y funcionales junto con mecanismos que impiden una
proliferacion excesiva, o0 que las nuevas neuronas nacidas en fases
posteriores, interfieran en este aprendizaje. Nuestros resultados coinciden
con lo reportado en la literatura, en el sentido de que las nuevas células
contribuyen poco y que posiblemente las nacidas entre 1 semana y 2 antes
del aprendizaje, son las que contribuirian de forma activa en los procesos de
aprendizaje espacial con este proceso (Gould et al., 1999; Tashiro et al.,
2007; Deng et al., 2010). En cuanto a los efectos del CPF sobre la
neurogeénesis, seria interesante explorar la funcionalidad de las nuevas
neuronas en sujetos expuestos. En este sentido, algunos autores ya han
apuntado un posible efecto del CPF sobre proteinas del citoesqueleto, que
podrian explicar estos déficits funcionales (Caughlan et al., 2004; Tan et al.,
2009).

En cuanto a las alteraciones observadas en la prueba del rotarod, en el
primer experimento se produjo un deterioro de la funcidn motora a largo plazo
en los ratones wild. Asi mismo, en este experimento no se observé mejoria
en el desempefio motor de los ratones transgénicos. De igual manera, en el
segundo experimento se pudo observar un ligero deterioro a este nivel en los

ratones wild. En conjunto, estos resultados sugieren que el deterioro a nivel
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motor de los animales wild podria agravarse o mantenerse en el tiempo.
Resultados similares han sido reportados por otros autores en modelos
animales (Bushnell et al., 1994) y en seres humanos expuestos a plaguicidas
OPs, donde se han mostrado disfunciones leves a nivel motor (Steenland et
al., 2006; Roldan-Tapia et al 2000). Curiosamente, parece que la dosis
utilizada no representa un factor que agrave los déficits motores a corto
plazo, aunque seria interesante estudiar los efectos de dosis altas a largo
plazo. De hecho, en la fase experimental 1 la dosis total administrada era
menor, pero vemos que este déficit es agravado en el tiempo, lo que nos
permite considerar que el tiempo transcurrido podria ser un factor decisivo en
la gravedad del déficit motor. Segun estos datos, resultaria interesante
realizar mas estudios tanto en animales como en humanos, de manera de
establecer una relacion clara entre el deterioro a nivel motor y la exposicion a
CPF.

Algunos trabajos han estudiado la relacion entre la AChE y la
produccion de proteina BA (Auld et al., 2002; Hedberg et al., 2008). En
relacion a los niveles de BA, el experimento 1 muestra incrementos en cortex
cerebral e hipocampo de los niveles de A 1-40 y 1-42, 8 meses después del
tratamiento agudo con CPF, indicando que el proceso neurodegenerativo se
podria avanzar en su presentacibn o acelerar en su curso, como
consecuencia de la exposicion a CPF. El incremento en la formacion de pA,
podria estar directamente relacionada con la sobreestimulacién del sistema
colinérgico, con la inhibicibn de otras enzimas relacionadas con la
degradacion de BA por el CPF (Yamin et al., 2009), o podria influir sobre las
enzimas que intervienen en el procesamiento de la APP. Por otro lado, los
resultados del experimento 2, muestran un incremento en la expresion de
BACE1, en la corteza cerebral de los ratones transgénicos tratados con CPF,
asi como el efecto significativo del tratamiento con CPF, tanto en los
animales wild como en los transgénicos en la isoforma mas activa 1-501, tanto
en el cortex cerebral como en el hipocampo, podrian explicar el incremento
observado en los niveles de BA. Estos resultados coinciden con los obtenidos

por otros autores, en relacion a una mayor expresion de esta isoforma de
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splice de BACE1 en ratones Tg2576 (Mowrer y Wolfe, 2008; Zohar et al.,
2005). Sin embargo, Zohar y colaboradores (2005) consideran que la
presencia de las formas completas de 501 aminoacidos, que son mas activas
en la formacion de BA, podrian ser responsables de un aumento en los
niveles de BA. Por otro lado, Mowrer y Wolfe (2008) indican que la BACE1
obtenida a partir de las variantes alternativas de splices postranscripcionales,
reducirian la produccion de BA. En nuestro estudio, predominaron las formas

completas en los sujetos tratados con CPF.

La comparacién de nuestros resultados con la literatura, en cuanto a
los posibles efectos del CPF sobre la expresion de BACE1 resulta dificil, ya
gue se carecen de datos previos, lo que plantea una contribucién importante
para tratar de entender los posibles mecanismos que puedan acelerar el
proceso patolégico en poblaciones vulnerables a EA, que se encuentren
expuestas a CPF. Algunas investigaciones in vitro, han demostrado un
incremento en la expresion de BACE1 mediante la estimulacion de
receptores muscarinicos M1 (mAChR-M1), relacionandolo con el posible
deterioro observado en pacientes con Alzheimer, después de una mejoria
inicial al ser tratados con inhibidores de AChE ¢ agonistas de mAChR-M1
(Zuchner et al., 2004). Estos datos podrian ser una explicacion, al incremento
en BACE1 observado en este estudio.

Es de destacar, que nuestros resultados en la fase experimental 2
muestran aumentos en los fragmentos de BA, aunque estos incrementos no
son significativos, o que nos sugiere que el incremento de BA es un efecto
observable a largo plazo que estaria precedido por el incremento de BACEA1.
En todo caso, seria necesario continuar explorando estos posibles
mecanismos, y realizar una caracterizacion temporal para establecer la

relacion entre CPF y el riesgo a desarrollar la EA.
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Curiosamente y a pesar de observar un aumento en los niveles de A,
los ratones transgénicos presentaron una mejora funcional en las tareas
realizadas, pero debera explorarse si esta mejora se mantiene o es
transitoria. En nuestra opinidn, los ratones transgénicos con una funcion
colinérgica disminuida, segun se ha descrito en otros trabajos (Dong et al.,
2005), podrian presentar un cierto grado de proteccion, respecto a la
toxicidad inducida por CPF sobre el sistema colinérgico. Aunque esto no
excluye que los efectos sobre otros sistemas o sobre BACE1, puedan
desencadenar efectos toxicos a largo plazo.

Los resultados mostrados en la presente investigacion, permiten
plantearnos diferentes escenarios, en cuanto a las alteraciones cognitivas
derivadas de los procesos neurodegenerativos, observados en la EA y de
como la exposicion, en este caso al CPF, puede influir en el riesgo a padecer
la enfermedad, asi como interactuar con el proceso de evolucion de la
patologia. Como hemos comentado, el amplio uso del CPF en el hogar y mas
intensivamente en la agricultura, ha generado preocupaciéon debido a los
efectos que pudiera producir a largo plazo a la salud de los seres humanos,
que se encuentren expuestos tanto a nivel laboral como ambiental. Los
efectos neuroconductuales en poblaciones expuestas a plaguicidas OPs
reportados en la literatura, pueden involucrar diferentes mecanismos
moleculares, con una variedad importante de alteraciones funcionales
(Roldan-Tapia et al., 2006; Eaton et al., 2008).

Los cambios observados a nivel del aprendizaje y la memoria espacial
en el presente trabajo son interesantes, respecto a la mejora transitoria a
nivel cognitivo de los animales transgénicos expuestos al CPF y que estaria
relacionada con la inhibicion de la AChE, lo que supondria un efecto
compensatorio colinérgico de ese déficit cognitivo. Sin embargo, el
incremento en los niveles de A, inducidos posiblemente por el aumento de la
expresion de BACE1, nos permite suponer que a largo plazo la exposicidon a
CPF empeoraria el curso de la enfermedad. Es decir, que aquellas

poblaciones mas vulnerables de padecer Alzheimer y que se encuentren
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expuestas al plaguicida, pudieran presentar una sintomatologia mas grave en
un periodo de tiempo mas corto. En este sentido, se hace necesario continuar
estudiando las diferentes vias, por las cuales la fA se incrementaria por la
exposicidn a CPF, en relacion a la inhibicidon de AChE y a las alteraciones en
BACE1. Ademas, es importante resaltar los efectos del CPF en los ratones
wild y su implicacidn sobre la poblacion general. En este sentido, observamos
que el fenotipo conductual de los wild tratados, es muy similar al fenotipo de
los transgénicos controles en cuanto al aprendizaje y la memoria. Esta
similitud fenotipica, nos lleva a considerar la necesidad de seguir explorando
lo que puede suponer este dato en la poblacidn general, que se encuentre
expuesta a CPF, particularmente en aquellos sujetos con otros tipos de
demencias o con deterioro cognitivo leve (MCI) y que pudieran desarrollar

una demencia tipo Alzheimer.

Podemos decir que los datos aportados por este trabajo, ademas de
los efectos funcionales y moleculares producidos por el CPF a largo plazo,
reportados por otros estudios previos (Bushnell et al., 1994; Moser, 2000),
junto con los estudios epidemiolégicos recientes (Hayden et al., 2010),
representan una contribuciéon importante en la dificil tarea de entender los
mecanismos involucrados en la posible relacion, entre la exposicion a OPs y

el riesgo de padecer EA.

179



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar

ISBN:/DL:T. 1035-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar

ISBN:/DL:T. 1035-2011

CONCLUSIONES




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar

ISBN:/DL:T. 1035-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA EXPOSICION A CLORPIRIFOS EN UN MODELO ANIMAL
DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

José Gregorio Salazar .
ISBN:/DL:T. 1035-2011 Conclusiones

De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se derivan las

siguientes conclusiones:

1. Una dosis unica subcutanea de 50 mg/kg de CPF, produce una
inhibicion moderada de AChE cerebral en ratones transgénicos 2576 y

wild, sin signos de toxicidad autonémica colinérgica.

2. La administracién intragastrica de 8 dosis repetidas de 25 mg/kg de
CPF, produce una inhibicién elevada de AChE con signos de toxicidad
autonomica  colinérgica evidentes, los cuales disminuyen

progresivamente después de la exposicion.

3. El tratamiento con una dosis unica de 50 mg/kg o con dosis repetidas
de 25 mg/kg de CPF, produce una disminucion del peso corporal en
los ratones transgeénicos 2576 y wild, el cual se recupera de manera
progresiva después de la exposicion. Independientemente del
tratamiento, los ratones transgénicos 2576 presentan un menor peso

corporal que los ratones wild.

4. La exposicion a una dosis unica de 50 mg/kg o a dosis repetidas de 25
mg/kg de CPF, produce en los ratones transgénicos 2576 una
disminucién de la actividad exploratoria medida en un campo abierto,

la cual se mantiene a largo plazo.

5. Tanto la exposicion aguda de 50 mg/kg como la exposicion a dosis
repetidas de 25 mg/kg de CPF, altera la coordinacion motora en los
ratones wild tratados con CPF. Este efecto se mantiene hasta 7 meses

después del tratamiento.
6. El tratamiento con dosis repetidas de 25 mg/kg de CPF, mejora a corto

plazo la adquisicidon y la retencion en la tarea de aprendizaje espacial
(LAM) en los ratones transgénicos 2576.
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7. El tratamiento con dosis repetidas de 25 mg/kg de CPF, empeora la
adquisicion y la retencion en la tarea de aprendizaje espacial en el
LAM, en los ratones wild.

8. Durante la adquisicion de una tarea espacial en el LAM, una mayor
proliferacion celular en el hipocampo se correlaciona con una peor

ejecucion de esta tarea.

9. Una mayor diferenciacion en el hipocampo de células nacidas durante
la fase de adquisicion, se asocia con una peor adquisicion y un peor

recuerdo de la tarea en el LAM.

10. El tratamiento con una dosis unica de 50 mg/kg de CPF aumenta de
forma significativa los niveles de proteina BA, en el cértex y en el
hipocampo de los ratones transgénicos 2576, a los ocho meses
después de la exposicion.

11. El tratamiento con dosis repetidas de 25 mg/kg de CPF incrementa de
forma significativa, la expresion de BACE1 y de su forma completa y
mas activa 1-501, en el cortex de los ratones transgénicos 2576.

12. La forma completa del splice de BACE1, aumenta en el cortex
respecto al resto de las otras formas de splice menos activas, en los
ratones transgénicos 2576 tratados con dosis repetidas de 25 mg/kg
de CPF.

13. El incremento de proteina BA, de la expresion de BACE1 y de su
forma completa I-501 en ratones transgénicos para la EA, deben ser
estudiados para establecer hasta que punto la exposicion a CPF
supondria un mayor riesgo, para las poblaciones expuestas con
vulnerabilidad a padecer la EA. Del mismo modo, se deben explorar
los efectos neurocognitivos en la poblacién sana, que se encuentre

expuesta a CPF.
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REGISTRO DE DATOS DE LA BATERIA DE OBSERVACION FUNCIONAL

EXperimento........cccoouerieenien e Fecha....cooooiniiniiinen
EXPerimentador.......cocceeier ittt e e e e e

HANDLING/ HAND HELD OBSERVATION
CONDITION | RATING | DESCRIPTION

INITIAL 1 Very easy (mouse sits quietly and allows removal) Lethargic
RESPONSE

2 Easy (not much resistance) - Normal

3 Moderately difficult (mouse rears, following invest hand)

4 Flinches (w/wo vocals, crouch down)

5 Difficult (runs around perimeter, hard to grab)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

HAND 1 Low (no resistance, easy to handle)

REACTION
2 Moderately low (slight resistance, w/wo vocals)
3 Moderately high (freeze, tense, rigid, w/wo vocals)
4 High (squirming, twisting, biting, w/wo vocals)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FUR/OVER 0 Absent (fur is intact over entire body)
GROOM

1 Present (bald spots from over grooming by self/partner)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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MANIPULATION TASKS

CONDITION | RATING | DESCRIPTION

APPROACH 1 No reaction

Response
2 Slowly approaches and sniffs or turns away
3 Freezes
4 More energetic response than (2) or (3)
5 Exaggerated (jumps, bites, or attacks)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

TOUCH 1 No reaction
Response
2 Slowly turns or walks away (or vocal with little/no
movement), Slight reaction
3 Freezes
4 More energetic response than (2) or (3)
5 Exaggerated (jumps, bites, or attacks)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

CLICK 1 No reaction
Response
2 Slight reaction (some evidence that noise was heard)
3 Freezes or whole body startle
4 More energetic response than (2) or (3)
5 Exaggerated (jumps, bites, or attacks)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

INVERTED 1 Falls or remains on the bottom of the screen upside down
SCREEN

2 Turns upward, does not climb to top

3 Climbs to the top of the screen within 20 sec

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10

RIGHTING 1 Normal (full righting immediately) within 1 second
2 Slow within 2 seconds
3 Very slow longer than 2 seconds

1 2 3 4 5 6 7 8 9

10
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REGISTRO DE DATOS DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO

Fecha:

Experimentador:

Hora:

NUMERO DE ANIMAL

Latencia de entrada
compartimiento cerrado

N° entradas en
compartimiento cerrado

Rearings en
compartimiento abierto

Rearings libre en
compartimiento cerrado

Rearings apoyado en
compartimiento cerrado

Observaciones en
compartimiento abierto

Otros
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Experimento:
Experimentador:

REGISTRO DE DATOS DEL CAMPO ABIERTO

Fecha:

Track

Tipo

N° animal

Tratamiento

Grupo

Peso Defecaciones

REGISTRO DE DATOS DEL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Experimento:

Experimentador: Fecha:

Nombre del experimentador en el PC conducta:

PC destino Laboratorio y Nombre fichero SPSS:
N° Tipo | N° Tto Grupo | Peso | Latencia | Observaciones
Track Animal

(método deteccion)
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REGISTRO DE LOS SIGNOS DE INHIBICION DE AChE

FECHA: HORA: DOSIS:

GRUPO | N2 | Salivacion | Lacrimacion | Diuresis | Defecacion | M. L.

Secreciones:
1=normal
2=ligero
3=moderado
4= severo

Movimientos involuntarios (M.L):
1=normal

2= tremor ligero

3= tremor cuerpo entero

4= sacudidas mioclénicas

5= convulsiones clénicas
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CONTROL DE LA INTEGRIDAD DEL RNA-BACE1 MEDIANTE
SEPARACION ELECTROFORETICA EN EL BIOANALYZER 2100
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La figura A corresponde a una representacion de la separacion
electroforética, en la cual aparecen 4 muestras con alteraciones en la
integridad del RNA. La figura B corresponde a una representacion de los

electroferogramas, obtenidos en cada muestra analizada.





